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Mykoplasmen sind die kleinsten, sich selbständig replizierenden Mikroorganismen sowohl 
bezüglich ihres Zellvolumens als auch ihrer Genomgröße. Der phylogenetische Ursprung die-
ser zellwandlosen Prokaryonten konnte auf grampositive Bakterien der Bacillus-
Lactobacillus-Streptococcus-Gruppe zurückgeführt werden (Maniloff 1992). Es wird ange-
nommen, dass es im Zuge einer zunehmenden Spezialisierung durch degenerative Evolution 
zum Verlust genetischer Informationen kam (Maniloff 1992). Heute sind mehr als 200 Spe-
zies bekannt, die u.a. die Schleimhautoberflächen von Mensch und Tier besiedeln oder auch 
als Spiroplasmen in Pflanzen zu finden sind. Sie werden in der Klasse der Mollicutes 
(„Weichhäuter“) zusammengefasst. Mykoplasmen unterscheiden sich durch einige Besonder-
heiten von anderen Bakterien. Auffälligstes Merkmal ist das Fehlen einer Zellwand und die 
daraus resultierende pleomorphe Gestalt sowie die Resistenz gegenüber Antibiotika, die in die 
-Lactamantibiotika). Im Gegensatz zu allen 
anderen Prokaryonten werden Cholesterine in die Zellmembran eingebaut, um die osmotische 
Stabilität der Mykoplasmenzelle aufrechtzuerhalten. Das Genom von M. pneumoniae ent-
spricht mit einer Größe von 816 kbp (Himmelreich et al. 1996) und 687 Protein-codierenden 
Genen (Dandekar et al. 2000) nur ca. einem Sechstel des Genoms von E. coli. Aufgrund die-
ser geringen Genomgröße ist die Enzymausstattung der Mykoplasmen und die somit mögli-
chen anabolischen und katabolischen Stoffwechselwege begrenzt (Himmelreich et al. 1996; 
Baseman & Tully 1997). Neben einer fehlenden Zellwandsynthese ist die Synthese von Puri-
nen und Pyrimidinen sowie von Aminosäuren und Fettsäuren nicht oder nur eingeschränkt 
möglich (Dandekar et al. 2002). Eine eigene ATP-Synthese ist nur während der Glykolyse 
durch Substratkettenphosphorylierung möglich. Enzyme des Tricarbonsäurezyklus sowie Cy-
tochrome für eine funktionierende Atmungskette fehlen (Pollack et al. 2002).
Mykoplasmen sind daher auf die Zufuhr von Nährstoffen durch einen Wirt angewiesen. Trotz 
dieser obligat zellparasitischen Lebensweise ist eine in vitro Kultivierung in komplexen 
Nährmedien möglich (Abb. 1.1). Auf festen Nährböden wachsen Mykoplasmen in charakte-
ristischen spiegeleiförmigen Kolonien, deren Zentrum durch das Einwachsen der Zellen in 
den Agar dunkler erscheint als die Peripherie (Hayflick 1965). Bei Anzucht in Flüssigmedien 




Abb. 1.1. A/B. Adhärenz von M. pneumoniae an feste Oberflächen: A. elektronenmikroskopische 
Aufnahme (Atkinson et al. 2008, modifiziert). B: Immunfluoreszenz (Schurwanz 2005), C. Wach-
stum von M. pneumoniae auf Agar (Dumke et al., unveröffentlicht).
1.2 M. pneumoniae als Krankheitserreger
M. pneumoniae ist als einziger Vertreter der Mykoplasmen als obligat humanpathogen einzus-
tufen. Der Erreger wurde erstmals 1944 über Gewebekultur aus dem Sputum eines Patienten 
mit primärer atypischer Pneumonie isoliert (Eaton et al. 1944). Nachfolgende Studien in den 
1950er und frühen 1960er Jahren lieferten weitere Beweise für eine direkte Beteiligung an
Erkrankungen des menschlichen Respirationstraktes durch das so genannte „Eaton Agent“ 
(Chanock et al. 1961; Liu et al. 1957). Erst durch den Nachweis der Sensitivität gegenüber 
Antibiotika und die erfolgreiche Anzucht des Erregers in zellfreien Medien (Chanock et al.
1962) wurde gezeigt, dass es sich hierbei um einen Prokaryonten und nicht, wie angenom-
men, um ein Virus handelt. 1963 wurde der Erreger taxonomisch den Mykoplasmen zugeord-
net und als M. pneumoniae bezeichnet (Chanock et al. 1963). Heute gilt M. pneumoniae vor 
allem bei Kindern und jungen Erwachsenen als ursächlicher Erreger verschiedener Erkran-
kungen der Atemwege wie Tracheobronchitis, Pharyngitis und interstitieller (atypischer) 
Pneumonie (Cassell & Cole 1981). Das respiratorische Flimmerepithel des Menschen ist das 
einzige bisher bestätigte natürliche Reservoir von M. pneumoniae. Die Infektiösität des Erre-
gers ist gering, so dass für eine erfolgreiche Übertragung ein enger Kontakt z.B. in Familie, 
schulischen oder militärischen Einrichtungen notwendig ist. Über Aerosole gelangt das Bakte-
rium in den Respirationstrakt, wo es an die Epithelzellen adhäriert und bis zur Basis der Zilien 
gleitet (Abb. 1.2), um dem Immunsystem des Wirtes zu entkommen und unter optimalen Be-
dingungen zu kolonisieren. Dabei wird das Epithel indirekt über die Produktion von Wassers-
toffperoxid und den dadurch induzierten oxidativen Stress geschädigt (Baseman & Tully 




zellen reagiert und damit die Apoptose in tracheob-
ronchialen Epithelzellen auslöst (Goldkorn et al.
1998). Darüber hinaus wurde in M. pneumoniae ein 
Zytotoxin identifiziert (Kannan & Baseman 2006), 
welches Homologien zum Pertussistoxin aufweist. 
Die so genannten ADP-ribosylierenden Toxine ha-
ben einen massiven Einfluss auf die Translation und 
regulatorischen Proteine der eukaryontischen Zelle 
und lösen dadurch die Apoptose aus (Honjo et al.
1968; Iglewski & Kabat 1975; Krueger & Barbieri 
1995). Das aufgereinigte Protein MPN372 hat einen 
zytotoxischen Effekt auf Zellkulturen (Kannan & 
Baseman 2006). Jedoch konnte nicht gezeigt werden, 
dass dieses Toxin von den Mykoplasmen sekretiert 
wird. Es bleibt unklar, wie M. pneumoniae das Toxin 
in die Wirtszelle einschleust und diese damit schä-
digt.
Aufgrund der vergleichsweise langen Replikations-
zeit von M. pneumoniae, bedingt durch die stark 
reduzierten Stoffwechselleistungen, ist die Inkubati-
onszeit mit 10 - 21 Tagen relativ lang für bakterielle 
Infektionen (Jacobs 1991b). Über nahezu inapparen-
te Verläufe (ca. 20%; Clyde, Jr. 1983) bis hin zu schweren Pneumonien, die einen stationären 
Aufenthalt notwendig machen (Marrie 1993), sind nach Infektionen mit diesem Erreger ver-
schiedene Symptomausprägungen zu erwarten. Es kann zu starken lokalen Entzündungsreak-
tionen kommen, die vor allem bei Kindern und jungen Erwachsenen bei erneutem Kontakt 
mit dem Erreger zu einem klinisch schweren Verlauf der Zweitinfektion führen.
Des Weiteren belegen verschiedene Studien, dass M. pneumoniae zu einer Verschlechterung 
der Krankheitsbilder anderer respiratorischer Erkrankungen wie Asthma führen kann (Hardy 
et al. 2002; Johnston & Martin 2005; Varshney et al. 2009). Da das Bakterium auch erfolg-
reich außerhalb des Respirationstraktes nachgewiesen werden konnte, wird eine mögliche 
Invasion des Erregers vom Respirationstrakt ins Gewebe und damit einhergehend die Asso-
ziation mit einer Vielzahl extrapulmonaler Komplikationen wie Enzephalitis, Myokarditis 





kopische Aufnahme eines Tra-
chealringes vom Hamster, der 
mit M. pneumoniae infiziert 
wurde (Vergrößerung 50.000 x). 
M, Mykoplasmenzelle; m, Mikro-
villus; C, Zilie (modifiziert nach 
Hu et al. 1977).
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negativem Nachweis des Erregers im betroffenen Gewebe eine immunologische Genese der 
extrapulmonalen Komplikation vermutet, da in einigen Fällen die Bildung von Autoantikör-
pern nachgewiesen wurde (Chen et al. 2004; Garnier et al. 2005; Müller et al. 2004).
Da das klinische Bild einer M. pneumoniae-Infektion unspezifisch ist, kann nur durch den 
Nachweis des Erregers und/oder die Bildung spezifischer Antikörper über labordiagnostische 
Methoden der Verdacht bestätigt werden. Die Anzucht von M. pneumoniae aus Patientenma-
terial ist schwierig, wenig sensitiv und mit einer Dauer von zwei bis drei Wochen sehr zeit-
aufwendig. Daher werden in der Routinediagnostik serologische Tests wie Komplementbin-
dungsreaktion, ELISA oder Immunoblot für den indirekten Erregernachweis genutzt (Dax-
boeck et al. 2006; Thacker & Talkington 2000). Diese Verfahren zeigen im Vergleich zur 
Kultur eine höhere Spezifität und Sensitivität und sind mit einem deutlich geringeren Zeit-
aufwand verbunden (Jacobs 1993). Nachteil ist aber die altersabhängige Bildung und Persis-
tenz der spezifischen Immunglobuline, die möglichst die Verfügbarkeit von gepaarten Seren 
in einem zeitlichen Abstand von zwei bis drei Wochen erfordern, um über einen Anstieg des 
IgA- und/oder IgM-Titer eine akute M. pneumoniae-Infektion sicher nachzuweisen. Daher 
werden zunehmend molekularbiologische Methoden entwickelt, die eine schnelle Diagnostik 
aus nur einer Patientenprobe ermöglichen. Für epidemiologische Fragestellungen kann darü-
ber hinaus eine Subtypisierung des Patientenisolates durchgeführt werden (Dumke et al.
2006). Vergleichende Studien bezüglich Sensitivität und Spezifität von PCR und Serologie 
resultierten nicht immer in übereinstimmenden Ergebnissen. Abhängig von den genutzten 
Methoden zeigten molekularbiologische Testsysteme oftmals eine höhere Sensitivität gege-
nüber serologischen Assays (Abele-Horn et al. 1998; Michelow et al. 2004; Pitcher et al.
2006; Templeton et al. 2003). Der Erregernachweis mittels DNA-basierter Methoden ist je-
doch auf z.T. schwerer zu gewinnende respiratorische Proben wie BAL, Sputum oder Ra-
chenabstrich beschränkt. Um falsch-positive Ergebnisse durch Kontaminationen zu vermei-
den, konzentriert man sich in letzter Zeit auf den Einsatz der real-time PCR. In der Routine-
diagnostik wird empfohlen, die PCR als Bestätigung für einen serologischen Befund einzuset-
zen (Atkinson et al. 2008).
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1.3 Epidemiologie und Subtypisierung
M. pneumoniae ist einer der am häufigsten nachgewiesenen bakteriellen Erreger ambulant 
erworbener Pneumonien (CAP, community-acquired pneumonia). Eine Studie in den USA in 
den Jahren 1962-1975 zeigte, dass 15-20% aller CAPs auf Infektionen mit M. pneumoniae
zurückzuführen sind (Foy 1993). In einer finnischen Studie wurde der Erreger in 30% aller 
pediatrischen CAP-Fälle detektiert, der Anteil eines positiven Befundes bei erkrankten Kin-
dern ab fünf Jahren lag sogar bei 50% (Korppi et al. 2004). Eine weitere Studie in Ohio, 
USA, konnte M. pneumoniae in 5,4% von insgesamt 2776 hospitalisierten Fällen einer ambu-
lant erworbenen Pneumonie als eindeutigen und in 32,5% als möglichen Erreger nachweisen 
(Marston et al. 1997). 
Neben einem ständigen endemischen Vorkommen werden Epidemien im Abstand von 3-6 
Jahren weltweit registriert (Lind et al. 1997; Sasaki et al. 1996). Dabei konnten durch Se-
quenzanalysen Unterschiede zwischen einzelnen Patientenisolaten aufgezeigt werden, die sich 
im Wesentlichen auf das P1-Operon beschränken (Su et al. 1990). Die beschriebenen Se-
quenzunterschiede sind innerhalb des P1-Gens (MPN141) und ORF6-Gens (MPN142) in re-
petitiven Elementen lokalisiert. Diese DNA-Elemente bestehen aus einem variablen Bereich, 
der von zwei konservierten Regionen flankiert wird. Die vier Typen RepMP1, RepMP2/3, 
RepMP4 und RepMP5 kommen jeweils in 8-14 ähnlichen, aber nicht identischen Kopien ver-
teilt auf dem gesamten Genom von M. pneumoniae vor (Himmelreich et al. 1996; Ruland et 
al. 1994). Eine Einteilung in Subtypen und Varianten wurde basierend auf Sequenzunter-
schieden in den repetitiven Elementen RepMP4 und/oder RepMP2/3 innerhalb des P1-Gens 
vorgenommen (Abb. 1.3). Die beiden Subtypen 1 und 2 (ST1 und ST2) unterscheiden sich 
dabei innerhalb von beiden repetitiven Elementen. M. pneumoniae M129 stellt den Prototy-
pen für ST1 dar, der Stamm FH gilt als Prototyp für ST2. Daneben wurden bisher drei Varian-
ten des P1-Gens beschrieben: eine Typ 1-Variante (V1) und zwei Typ 2-Varianten (V2a und 
V2b), die ausschließlich im RepMp2/3, aber nicht im RepMP4 Sequenzunterschiede aufwei-
sen (Dorigo-Zetsma et al. 2001; Dumke et al. 2006; Kenri et al. 1999). Darüber hinaus wurde 
erst kürzlich von einem Patientenisolat mit einer weiteren Sequenz des P1-Gens berichtet, die 
weder ST1 noch ST2 zugeordnet werden konnte (Pereyre et al. 2007). 
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Abb. 1.3. Schematische Darstellung der Sequenzunterschiede zwischen den bisher bekannten 
Subtypen (ST) und Varianten (V) von M. pneumoniae. ST1: Stamm M129 (Himmelreich et al.
1996), GenBank accession no. M18639; ST2: Stamm FH (Su et al. 1990), GenBank accession no. 
AF290002; V2a: Stamm 309 (Kenri et al. 1999), GenBank accession no. AB024618; V2b (Dumke et 
al. 2006), GenBank accession no. DQ383277; ST3: Stamm Mp3896 (Pereyre et al. 2007), GenBank 
accession no. EF656612.
Die Zirkulation verschiedener Subtypen und Varianten von M. pneumoniae in der Bevölke-
rung wird als möglicher Grund für die einzigartige Epidemiologie des Erregers diskutiert. 
Durch den Aufbau einer selektiven Immunantwort, welche nur partiell vor einer Reinfektion 
mit demselben Genotyp, nicht aber mit einem anderem Subtyp bzw. Variante schützt, könnte 
der Wechsel des dominierenden Subtyps in der Folgeepidemie und somit die Abfolge der epi-
demischen Subtyp-Ausbrüche aller 3-6 Jahre zu erklären sein (Dumke et al. 2003; Dumke et 
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1.4 Adhärenz von M. pneumoniae
1.4.1 Aufbau und Funktion des Attachment-Organells
Trotz der starken Genomreduktion ist M. pneumoniae hoch adaptiert an den menschlichen 
Respirationstrakt. Eine entscheidende Rolle spielt dabei die Fähigkeit zur Zelladhärenz, die 
einerseits zwingend für die parasitäre Lebensweise der Mykoplasmen erforderlich ist und an-
dererseits eine Voraussetzung für die Ausprägung nachfolgender pathophysiologischer Vor-
gänge darstellt. M. pneumoniae adhäriert jedoch nicht nur an respiratorische Epithelzellen 
sondern auch an eine Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen wie HeLa-Zellen, Erythrozyten 
oder Hep2-Zellen, aber auch an feste Oberflächen (Razin & Jacobs 1992). Dabei kommt es 
während der Bindung der Mykoplasmen an die Zielzelle zur Polarisierung der Zellform. Die 
Adhärenz wird über eine für M. pneumoniae charakteristische Struktur vermittelt, die sich am 
vorderen Pol der Mykoplasmenzelle befindet (Abb. 1.4 A). 
Abb. 1.4. Attachment-Organell von M. pneumoniae. A. Elektronenmikroskopische Aufnahme von 
M. pneumoniae. B. Schematischer Aufbau des Attachement-Organells und Lage der adhärenzasso-
ziierten Proteine (modifiziert nach Krause & Balish 2004; Rottem 2003).
Diese Spitzenstruktur, welche auch als Attachment-Organell bezeichnet wird, besteht aus ei-
nem Satz einzigartiger Proteine und wird durch Zytoskelettstrukturen stabilisiert (Abb. 1.4 B; 
Göbel et al. 1981; Krause & Balish 2004; Meng & Pfister 1980). Neben der Vermittlung von 
Zelladhärenz spielt die Struktur eine bedeutende Rolle beim Vorgang des Gleitens und bei der 
Zellteilung (Bredt 1968; Hasselbring et al. 2006; Henderson & Jensen 2006; Krause 1998; 
Krause & Balish 2001; Miyata et al. 2000; Razin & Jacobs 1992). Arbeiten von Hasselbring 
et al. (2006) konnten zeigen, dass ohne eine aktive gleitende Bewegung der Mykoplasmenzel-
le eine normale Zellteilung nicht möglich ist. Verschiedene Adhäsine, darunter auch das Pro-
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tein P1 (Baseman et al. 1982; Feldner et al. 1982; Hu et al. 1982; Razin & Jacobs 1992), und 
weitere akzessorische Proteine sind in dieser Ausstülpung der mykoplasmatischen Zellmemb-
ran konzentriert und interagieren in einem komplexen Netzwerk zusammen.
1.4.2 Adhärenzassoziierte Proteine
Durch die Charakterisierung adhärenznegativer und folglich avirulenter Mutanten konnten 
eine Reihe adhärenzassoziierter Proteine identifiziert und der Aufbau sowie die Funktion des 
Organells teilweise aufgeklärt werden (Abb. 1.4 B; Henderson & Jensen 2006; Krause & Ba-
lish 2004; Seto & Miyata 2003). Auf dem Genom von M. pneumoniae sind drei verschiedene 
Loci verteilt, die für adhärenzassoziierte Proteine codieren (Tab. 1.1). Das P1-Operon besteht 
aus drei offenen Leserahmen ORF4 (MPN 140), ORF5 (MPN 141) und ORF6 (MPN 142). 
ORF5, auch als P1-Gen bezeichnet, codiert für das Protein P1. ORF6 codiert für ein 130 kDa 
großes Precursor-Protein, welches in P90 und P40 (= Proteine B und C) prozessiert wird. Das 
hmw-Gencluster beinhaltet die Gene für P30, HMW1, HMW3, das ribosomale Protein S4 und 
für fünf weitere bisher nicht charakterisierte ORFs. Der dritte Locus wurde von Hedreyda und 
Krause (1995) als crl (cytadherence regulatory locus)-Operon bezeichnet, er codiert für die 
Proteine P65, HMW2, P41 und P24.




flächea Verteilung Besonderheiten mögliche Funktion Quelle










Komplex mit P40/ P90
Hu et al. 1977, 1982; Inamine et al. 1988; Morrison-





logie zu Prolin-reicher C-




Baseman et al. 1982; Layh-Schmitt & Herrmann 
1992, 1994; Layh-Schmitt & Harkenthal 1999; 
Layh-Schmitt et al. 2000
P40 (C) + polar
hmw MPN446 S4
MPN447 HMW1 +/- polar saure Prolin-reiche Domä-
ne
Einbau/ Stabilisierung von P1 im AO;
Stabilisierung von HMW2; Kolokalisation mit 
HMW3
Balish et al. 2001; Dirksen et al. 1996; Hahn et al.
1998; Seto & Miyata 2003; Willby et al. 2004
MPN448 P33 NT NT
MPN449 P50 NT NT
MPN450 P36 NT NT
MPN451 P43 NT NT
MPN452 HMW3 - polar saure Prolin-reiche Domä-
ne
Stabilisierung/ Verankerung von P30 im AO; 
Kolokalisation mit HMW1
Krause & Balish 2004; Ogle et al. 1992; Seto & 
Miyata 2003
MPN453 P30 + polar Prolin-reiche C-terminale 
Domäne
putatives Adhäsin; essentiell beim Gleiten; Ver-
bindung zwischen dem Mechanismus zur Kraft-/ 
Bewegungserzeugung und Adhäsinen auf der 
Zelloberfläche; Kolokalisation mit P65
Baseman et al. 1987; Dallo et al. 1990, 1996; Hass-
elbring et al. 2005; Krause & Balish 2004; Layh-
Schmitt et al. 1997
MPN454 P21 NT NT
crl MPN309 P65 +/- polar saure Prolin-reiche Domä-
ne, RGD-Domäne
Kolokalisation mit P30; mögliche Interaktion auf 
der Zelloberfläche
Jordan et al. 2001; Kenri et al. 2004; Krause & 
Balish 2004; Proft et al. 1995; Seto & Miyata 2003
MPN310 HMW2 - polar Dimer = HMW5 Stabilisierung von HMW1, HMW3 und P65; 
Export von HMW1 an Zelloberfläche
Balish et al. 2001, 2003; Kenri et al. 2004
MPN311 P41 NT polar Verankerung des AO mit dem Zellkörper (P41); 
Regulation des AO-Aufbaus während des Zell-
wachstums
Hasselbring & Krause 2007a, 2007b; Kenri et al.
2004MPN312 P24 NT polar
a +, oberflächenexponiert; -, intrazellulär; NT, nicht getestet; 
AO, Attachment Organell; RGD, Arg-Gly-Asp9
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Die Transmembranproteine P1 und P30 scheinen direkt in der Rezeptorbindung auf der 
Wirtszelloberfläche involviert zu sein. Das 170 kDa große P1-Protein wird nach Abspaltung
der N-terminalen Sequenz in die Zellmembran integiert. Es kommt in niedrigen Konzentra-
tionen über die gesamte Zelloberfläche verteilt vor, ist aber hauptsächlich in der Spitzenstruk-
tur konzentriert (Seto et al. 2001). Aufgrund des Fehlens von Cysteinresten enthält es keine 
intramolekularen Disulfidbrücken und ist dadurch relativ flexibel (Inamine et al. 1988). Die 
genaue Organisation und Topologie des Proteins in der Mykoplasmenmembran ist bisher 
nicht aufgeklärt. Abhängig von der verwendeten Software werden zwei bis fünf Transmemb-
ranregionen vorhergesagt (Hegermann et al. 2008). Von Razin und Jacobs (1992) wurde ein 
Modell mit intrazellulärem C-Terminus und drei extrazellulären Loops vorgeschlagen. Basie-
rend auf einer Studie mit trypsinbehandelten Mykoplasmen wurde das P1-Protein erstmals 
von Hu et al. (1977) als mögliches Adhäsin von M. pneumoniae beschrieben. Die Ergebnisse 
anschließender Arbeiten konnten weitere Hinweise auf die herausragende Funktion dieses 
Proteins während der Zelladhärenz liefern (zusammengefasst in Krause 1996). So wurde 
nachgewiesen, dass das isolierte P1-Protein selektiv an Wirtszellen bindet (Hu et al. 1982)
und dass monoklonale Antikörper gegen P1 die Adhärenz von M. pneumoniae an Erythrozy-
ten und tracheale Epithelzellen des Hamsters hemmen (Morrison-Plummer et al. 1986). Eine 
fehlende P1-Aktivität durch spontane Mutagenese führt zu einem Verlust der Virulenz in Fol-
ge einer reduzierten Adhärenz an eukaryontische Zellen (zusammengefasst in Razin & Jacobs 
1992). Das P1-Protein ist notwendig, jedoch nicht ausreichend für die Vermittlung von Zell-
adhärenz. Verschiedene Klassen von Adhärenz-negativen Mutanten exprimieren zwar ein 
intaktes P1 in ähnlich hohen Mengen wie der Wildtyp, sind aber nicht befähigt, dieses korrekt 
in das Attachment-Organell einzubauen (Krause & Balish 2004). Die kooperative Aktivität 
weiterer Proteine, wie beispielsweise P90 und P40, die einen Komplex mit P1 bilden, ist so-
mit für den Aufbau und die Stabilisierung eines funktionalen Adhäsionsapparates unbedingt 
erforderlich (Layh-Schmitt & Herrmann 1994; Layh-Schmitt & Harkenthal 1999; Seto & 
Miyata 2003).
Das 30 kDa große Protein P30 wird ebenfalls als Precursor exprimiert und nach Abspaltung 
der Signalsequenz in die Membran integriert, wobei es ausschließlich in der Spitzenstruktur 
nachgewiesen wurde (Baseman et al. 1987). Experimentelle Daten belegen das Vorhanden-
sein einer Transmembrandomäne sowie eine intrazelluläre Ausrichtung des N-Terminus und 
eine Oberflächenexposition der C-terminalen Region (Dallo et al. 1996; Layh-Schmitt et al.
1997). Die extrazelluläre Domäne des P30-Proteins wird von prolinreichen, sich wiederho-
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lenden Motiven dominiert und weist eine hohe Ähnlichkeit zum C-Terminus des P1-Adhäsins 
auf (Dallo et al. 1990). In frame-Deletionen innerhalb dieses Bereiches führen zum Verlust 
der Zelladhärenz (Krause & Balish 2004). Daher ist P30 vermutlich neben dem Hauptadhäsin 
P1 direkt an der Rezeptorbindung auf der Wirtszelloberfläche beteiligt. Belegt wird diese 
Vermutung außerdem durch Arbeiten von Baseman et al. (1987) und Morrison-Plummer et 
al. (1986), die zeigten, dass Antikörper gegen P30 die Adhärenz von M. pneumoniae an 
Erythrozyten (Hämadsorption) reduzieren. P30-defiziente Mutanten weisen eine veränderte 
Zellmorphologie auf (Romero-Arroyo et al. 1999) und sind nicht adhärent (Baseman et al.
1987). Das P1-Adhäsin wird in diesen Mutanten zwar in das Attachment-Organell eingebaut, 
ist aber nicht funktional, was darauf hinweisen könnte, dass P30 zur Stabilisierung der korrek-
ten Konformation des P1-Proteins in der Zellmembran benötigt wird (Romero-Arroyo et al.
1999). Darüber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass das Protein P30, unabhängig von seiner 
Funktion bei der Zelladhärenz, eine bedeutende Rolle beim Vorgang des Gleitens spielt 
(Hasselbring et al. 2005).
Das von Proft et al. (1994, 1995) beschriebene Protein P65 (47 kDa) ist ebenfalls in der Spit-
zenstruktur konzentriert, jedoch ist die Funktion dieses Proteins bisher noch unklar. Da eine 
Bindung von P65-spezifischen Antikörpern auf der Oberfläche der Mykoplasmenzelle nach-
gewiesen wurde und die Inkubation von intakten Mykoplasmen mit Proteasen in einem par-
tiellen Verdau von P65 resultierte, kann von einer zumindest teilweisen Oberflächenexpositi-
on dieses Proteins ausgegangen werden (Proft et al. 1995). Neben einer prolinreichen, sauren 
Domäne enthält P65 eine Arg-Gly-Asp (RGD)-Domäne (Proft et al. 1995). Dieses Motiv wird 
allgemein mit der Vermittlung von Zelladhärenz in Verbindung gebracht (D'Souza et al.
1991). Bisher wurde aber weder für die RGD-Domäne noch für das gesamte Protein eine 
Funktion als Adhäsin nachgewiesen. Vielmehr wird nach dem bisherigen Wissensstand davon 
ausgegangen, dass P65 wie auch die Proteine P90/P40, P41, P24 und HMW1 – HMW3 ak-
zessorische Proteine darstellen. Es wird vermutet, dass sie weniger bei der Rezeptorbindung 
als vielmehr beim strukturellen Aufbau des Attachment-Organells und der Verankerung die-
ser Struktur im Zellkörper beteiligt sind (Krause & Balish 2004; Seto & Miyata 2003).
Auf der Suche nach weiteren Adhäsinen oder adhärenzassoziierten Proteinen wurde erst kürz-
lich ein weiteres Protein P01 (MPN474; Himmelreich et al. 1996) von Hegermann et al. 
(2008) charakterisiert, da es strukturelle Gemeinsamkeiten mit dem akzessorischen Protein 
HMW2 aufweist. Es enthält auffällig viele Glutamin- und Glutamatreste und ist mit einem 
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isoelektrischen Punkt von 4,8 eines der sauersten Proteine von M. pneumoniae. Obwohl es 
weder eine Signalsequenz besitzt noch eine Transmembrandomäne vorhersagt wurde, handelt 
es sich vermutlich um ein extrazellulär lokalisiertes Mykoplasmenprotein, da es Ähnlichkeit 
zu anderen bakteriellen Proteinen aufweist, die über den nicht klassischen Weg sekretiert 
werden (Bendtsen et al. 2005). Tatsächlich erkannten Antikörper gegen P01 das Protein auf 
der gesamten Oberfläche der intakten Mykoplasmenzelle. Das Wachstum und die Hämad-
sorption von M. pneumoniae wurden jedoch bei Inkubation mit diesem Antiserum nicht ge-
hemmt. Zudem wies eine P01-negative Mutante keine reduzierte Adhärenz in vitro auf, so 
dass vermutet wird, dass dieses Protein nicht essentiell für den Adhärenzvorgang ist. Weitere 
Hinweise auf die Funktion von P01 liegen bisher nicht vor.
1.5 Bisherige Versuche zur Entwicklung einer Vakzine
Die Abwehr von mukosalen bakteriellen Infektionen beginnt mit der mechanischen Beseiti-
gung des Erregers über die natürliche mukoziliare Clearance. Diese wird durch die Adhärenz 
von M. pneumoniae an der Basis der Zilien der Epithelzellen stark behindert. Spezifische sek-
retorische IgA-Antikörper (sIgA) spielen daher eine bedeutende Rolle. Sie können sowohl die 
Anheftung der Bakterien an die Zelloberfläche verhindern als auch die Mobilität der Bakte-
rien einschränken. Brunner et al. (1973) konnte eine direkte Korrelation zwischen der lokalen 
respiratorischen sIgA-Antwort und der Abwehr von M. pneumoniae-Infektionen in experi-
mentell infizierten Probanden nachweisen. Ein erster Kontakt mit M. pneumoniae hinterlässt 
jedoch keinen ausreichenden Schutz vor einer Reinfektion. Daher ist man seit den frühen 
1960er Jahren an der Entwicklung einer Vakzine gegen M. pneumoniae-Infektionen interes-
siert, was in Hinsicht auf die geringe Variationsbreite von M. pneumoniae sehr vielverspre-
chend scheint. In verschiedenen Tiermodellen, darunter Maus (Yayoshi et al. 1989, 1992), 
Hamster (Barile et al. 1988a, 1988b; Cimolai et al. 1992, 1995, 1996), Meerschweinchen 
(Dumke et al. 2004; Jacobs et al. 1988a, 1988b) und Schimpanse (Barile et al. 1993, 1994; 
Franzoso et al. 1994) wurde die natürliche Immunantwort während einer M. pneumoniae-
Infektion intensiv analysiert und nach Möglichkeiten einer Immunisierung gesucht, um die 
Adhärenz des Erregers an das respiratorische Epithel und somit den Beginn der Erkrankung 
zu verhindern. Die Immunisierung mit einer Formalin-inaktivierten Ganzzellvakzine oder 
einem Gesamtproteinextrakt von M. pneumoniae führte in Hamstern zu einem deutlichen 
Schutz vor einen Infektion (Barile et al. 1988b). In folgenden Vakzinierungsstudien mit 
Schimpansen konnte jedoch nur eine leichte, nicht signifikante Reduktion der Kolonisierung 
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des Respirationstraktes der Tiere mit dem Erreger nachgewiesen werden (Barile et al. 1994). 
Darüber hinaus führte die Immunisierung von Probanden mit der inaktivierten Ganzzellvakzi-
ne nach anschließendem experimentellem Kontakt mit dem Erreger in einigen Fällen zu ei-
nem komplizierterem Krankheitsverlauf (Ellison et al. 1992).
Weitere Studien, bei denen Polysaccharide, Glykolipide oder rekombinante DNA als mögli-
che Vakzinekandidaten getestet wurden, verliefen ebenfalls ohne den gewünschten Erfolg 
(Brunner 1981; Brunner & Prescott 1982; Ellison et al. 1992).
1.5.1 Adhäsine als potentielle Vakzinekandidaten
Aufgrund der herausragenden Rolle bei der Adhärenz von M. pneumoniae an die Epithelzel-
len des Respirationstraktes scheint das P1-Adhäsin ein vielversprechender Kandidat für die 
Induktion einer schützenden adhärenzhemmenden Immunantwort zu sein. Neben seiner Funk-
tion als Hauptadhäsin ist das P1-Protein auch das Hauptimmunogen von M. pneumoniae. Der 
bei einer akuten Infektion gebildete hohe anti-P1-Antikörpertiter schützt jedoch nicht (bzw. 
nur partiell) vor einer erneuten Infektion. Unterstützt wird diese Beobachtung durch die Er-
gebnisse von Vakzinierungsstudien in verschiedenen Tiermodellen (Cimolai et al. 1995; Ja-
cobs et al. 1988a, 1988b). Hierbei wurde übereinstimmend gezeigt, dass durch aktive Immu-
nisierung mit dem immunodominanten P1-Adhäsin kein effektiver Schutz vor einer Infektion 
mit M. pneumoniae erreicht wird. Darüber hinaus führte die Immunisierung und anschließen-
de Infektion zu einer unerwünscht hohen unspezifischen zellulären Immunabwehr, die durch 
eine verstärkte Ausbildung von schweren Lungenläsionen mit lymphohistiozytärem Infiltrat 
gekennzeichnet war.
Um die Frage des ausbleibenden Schutzes trotz nachweisbarer Antikörper gegen das Haup-
tadhäsin zu klären, untersuchte Jacobs et al. (1996) verschiedene Patientenseren auf ihre ad-
härenzinhibierende Aktivität in vitro. Dabei konnte er nachweisen, dass 74% der 206 geteste-
ten Seren zu keiner Reduktion der Mykoplasmenadhärenz an Erythrozyten führten. Die restli-
chen Seren hemmten selektiv entweder die Bindung des M. pneumoniae-Stammes M129 
(Subtyp 1) oder FH (Subtyp 2). Nur in 3,4% aller getesteten Patientenseren wurden adhärenz-
hemmende Antikörper gegen beide Subtypen nachgewiesen. Daher wurde vermutet, dass die 
während einer Infektion induzierten Antikörper gegen das P1-Adhäsin zum großen Teil nicht 
gegen adhärenzvermittelnde Bereiche, sondern vielmehr gegen immunogene, nicht funktio-
nelle Epitope des Proteins gerichtet sind. Eine eingehende Charakterisierung der Adhäsine 
und somit die Identifizierung immunogener und adhärenzvermittelnder Regionen könnte zur 
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Entwicklung einer effektiven Vakzine betragen, die (i) eine starke humorale, gegen die Adhä-
sine von M. pneumoniae gerichtete, Immunantwort induziert und (ii) eine geringe, aber spezi-
fische zelluläre Immunität vermittelt.
1.5.2 Erste Ansätze zur Entwicklung von rekombinanten Adhäsin-basierten Vakzinen
In der Vergangenheit behinderten technische Schwierigkeiten die Aufreinigung oder Expres-
sion der Mykoplasmenadhäsine in großem Maßstab. Die Anwesenheit von 21 TGA-Codons 
innerhalb des P1-Gens, die, abweichend vom universellen genetischen Code, nicht als Stopp-
signal sondern für die Aminosäure Tryptophan codieren (Inamine et al. 1990; Simoneau et al.
1993), erschwerte die vollständige Expression des Proteins in heterologen Systemen (Kannan 
& Baseman 2000; Smiley & Minion 1993). Um dieses Problem zu umgehen, wurden ver-
schiedene Strategien angewendet. Hames et al. (2005) entwickelten eine Methode zur simul-
tanen Einführung multipler Punktmutationen, wodurch der Austausch mehrerer TGA-Codons 
in einem Schritt möglich ist. Die Expression des gesamten P1-Proteins ist jedoch für die Iden-
tifizierung von einzelnen Proteinregionen mit antigenen und/oder adhärenzvermittelnde Ei-
genschaften nicht hilfreich. Für diese Fragestellung hat sich die rekombinante Herstellung 
definierter Adhäsinbereiche und deren Charakterisierung als geeignete Technik erwiesen. 
Beispielsweise testeten Chaudhry et al. (2005) zwei rekombinante Proteine, abgeleitet von 
P1-Bereichen nahe des C- und N-Terminus, auf ihre Reaktivität mit Seren von M. pneumo-
niae-infizierten Patienten. Dabei erwies sich die untersuchte C-terminale Region des Adhäsins 
als stark immunogen. Svenstrup et al. (2002) zeigten, dass monospezifische Antikörper gegen 
ein rekombinantes Protein, welches den identischen P1-Bereich abdeckt, die Adhärenz von M. 
pneumoniae an eukaryontische Zellen reduzieren. Zudem lieferten Kompetitionsbindungsstu-
dien mit Mykoplasmen und dem rekombinanten Protein weitere Hinweise auf eine direkte 
Interaktion des C-Terminus des P1-Adhäsins mit den Wirtszellen (Drasbek et al. 2007). Alle 
bisher durchgeführten Arbeiten waren jedoch auf ein oder zwei ausgewählte Proteinregionen 
beschränkt.
Aufgrund der herausragenden Bedeutung des P1-Proteins als Hauptadhäsin und –immunogen 
von M. pneumoniae ist dieses Protein in der vorliegenden Studie ebenfalls Ausgangspunkt für 
die Entwicklung von Vakzinekandidaten. In Vorarbeiten, die als Grundlage für diese Arbeit 
dienten, wurden sowohl die konservierten als auch die repetitiven Bereiche des P1-Gens des 
M. pneumoniae-Stammes M129 (Subtyp 1) unter Umgehung der 21 TGA-Stoppcodons in 14 
Fragmente unterteilt und diese als rekombinante Proteine in E. coli exprimiert. Das putative 
Einleitung
15
Adhäsin P30 und das adhärenzassoziierte Protein P65 wurden in Vorversuchen als immuno-
dominant charakterisiert, und, bedingt durch das Vorkommen von TGA-Codons, ebenfalls als 
verkürzte rekombinante Proteine in E. coli exprimiert.
Die aufgereinigten rekombinanten Proteine wurden im Anschluss auf ihre Reaktivität mit Se-
ren von Patienten mit bestätigter M. pneumoniae-Infektion und Seren experimentell infizierter 
Meerschweinchen geprüft. Dabei gingen der C-terminale Bereich des P1-Adhäsins sowie die 
getesteten Bereiche der Proteine P30 und P65 als die Regionen mit der stärksten Antigenität 
hervor. Nähere Angaben dazu sind in Kap. 3.1 und 3.2 zu finden.
Basierend auf diesen Vorversuchen wurde ein Proteingemisch, bestehend aus einem rekombi-
nanten Protein, welches eine Region nahe des C-Terminus des P1-Adhäsins abdeckt (AS 
1288-1518 im M. pneumoniae-Stamm M129), sowie aus den von den Proteinen P30 und P65 
abgeleiteten rekombinanten Proteinen, für eine gezielte Immunisierung von Meerschweinchen 
genutzt. Ein ausreichender Schutz vor einer M. pneumoniae-Infektion konnte jedoch bisher im 
Tiermodell nicht erreicht werden (Schurwanz 2005).
1.6 Immunisierungsstrategien
Ziel einer Immunisierung gegen M. pneumoniae sollte es sein, eine lokale adhärenzhemmende 
Immunität auszulösen, um so die Kolonisierung des Respirationstraktes des Wirtes mit dem 
Erreger zu verhindern. Um einen effektiven Schutz zu generieren, ist möglicherweise die Blo-
ckierung des Hauptadhäsins P1 allein nicht ausreichend. Die Kombination von adhärenzver-
mittelnden und immunogenen Regionen mehrerer adhärenzassoziierter Oberflächenproteine 
von M. pneumoniae in einem rekombinanten Hybridprotein könnte zu einer erhöhten Immu-
nogenität beitragen. Hinweise darauf lassen sich in einer Reihe von Studien zur Entwicklung 
von rekombinanten subunit-Vakzinen gegen verschiedene Infektionserkrankungen mit Pro-
und Eukaryonten finden. Beispielsweise konnte durch Fusion von zwei immunogenen Protei-
nen von Coxiella burnetii (P1 und HspB) die Immunogenität und Protektivität gegenüber ei-
ner alleinigen Applikation deutlich gesteigert werden (Li et al. 2005). Des Weiteren wurde 
durch Immunisierung mit einem Fusionsprotein aus den Oberflächenproteinen OprF und Op-
rI, im Vergleich zur Immunisierung mit den Einzelproteinen, ein signifikant erhöhter Schutz 
vor einer Infektion mit Pseudomonas aeruginosa erzielt (von Specht et al. 1995). Die Ent-
wicklung von rekombinanten Hybridproteinen aus den Proteinen CPA und CPB (Cystein-
Proteinasen Typ I und II) von Leishmania major (Zadeh-Vakili et al. 2004) sowie aus 
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GLURP (Glutamat-reiches Protein) und MSP3 (Merozoiten-Oberflächenprotein 3) von Plas-
modium falciparum (Carvalho et al. 2005) führte ebenfalls zu vielversprechenden Vakzine-
kandidaten.
Neben den immunogenen Eigenschaften des Antigens hängt die Induktion einer starken und 
lang andauernden Immunantwort von der Lokalisation und der Verweilzeit des Antigens im 
Gewebe ab. Sowohl über die Wahl der Applikationsart als auch über die Kombination des 
Vakzinekandidaten mit immunmodulatorischen Additiva kann die Höhe des sekretorischen 
Antikörpertiters im Respirationstrakt beeinflusst werden. Durch subkutane Injektion der Anti-
genlösung wird hauptsächlich eine systemische Immunantwort generiert. Demgegenüber führt 
die Applikation des Antigens auf intranasalem Wege zur Induktion einer systemischen und 
starken mukosalen Immunität (Gallichan & Rosenthal 1995; Nugent et al. 1998). Bei der Im-
munisierung mit Proteinen und Peptiden hat sich zudem die Zugabe von Adjuvantien be-
währt. Diese Hilfsstoffe wirken sich sowohl auf die Titerhöhe, den Titerverlauf und die Avidi-
tät, als auch auf den Typ der Immunantwort aus. Dabei sind verschiedene Wirkungsmecha-
nismen bekannt: Die Immunantwort wird stimuliert, indem das Antigen kontinuierlich freige-
setzt wird, dessen Abbau verzögert und der Antigentransport zu den Abwehrzellen unterstützt 
wird sowie verschiedene Immunzellen angelockt werden.
Das klassische komplette Freund’sche Adjuvans enthält abgetötete Mycobacterium butyri-
cum-Zellen und ist für viele Antigene ein sehr effizienter Stimulator der systemischen Im-
munantwort. Für die intranasale Antigenapplikation wird es aufgrund lokaler inflammatori-
scher Reaktionen nicht genutzt. Die wahrscheinlich am besten untersuchten mukosalen Im-
munogene sind bakterielle Enterotoxine. Es wurde mehrfach gezeigt, dass das hitzelabile To-
xin (LT) von E. coli wie auch das Choleratoxin (CT) eine starke Immunantwort gegen ein 
koappliziertes, ungekoppeltes Molekül mit schwacher Immunogenität induzieren können (El-
son & Ealding 1984; Lycke & Holmgren 1986). Dabei ist allein die nicht-toxische B-
Untereinheit des Choleratoxins (CTB) für die Rezeptorbindung an die Epithelzelle verant-
wortlich. Rekombinant hergestellt hat sich rCTB in vielen Studien als effizienter mukosaler 
Carrier für verschiedene Antigene erwiesen (Isaka et al. 1998, 1999, 2001, 2004, 2008; Kubo-
ta et al. 2005; Larsson et al. 2004; Maeyama et al. 2004; Prabakaran et al. 2008). Die Testung 
dieses T-Zell-aktiven Toxoids in Kombination mit ausgewählten rekombinant exprimierten 
Adhäsinbereichen von M. pneumoniae (RP14, RP30) führte jedoch entgegen den Erwartun-




Als ein weiteres mukosales Adjuvans ist MALP-2 (Makrophagen-aktivierendes Lipopeptid) 
in der Literatur mehrfach beschrieben. Das heute synthetisch hergestellte Lipopeptid wurde 
ursprünglich aus Mycoplasma fermentans isoliert (Mühlradt & Frisch 1994; Mühlradt et al.
1997). Durch intratracheale Applikation von MALP-2 wird, ähnlich wie bei einer Mykoplas-
meninfektion, eine inflammatorische Reaktion ausgelöst, die dendritische Zellen und Makro-
phagen über TLR2 und TLR6 aktiviert (Lührmann et al. 2002). In Mäusen und Ratten wurde 
MALP-2 erfolgreich als Adjuvans für die Immunisierung mit Proteinantigenen genutzt. Rhar-
baoui et al. (2002) testeten im Mausmodell die intranasale Immunisierung mit -
Galaktosidase als Modellantigen in Kombination mit MALP-2. Dabei wurde, im Vergleich 
zur Immunisierung ohne das Lipopeptid, eine signifikante Erhöhung des antigenspezifischen 
IgG- und sIgA-Titers sowie eine starke zelluläre Immunantwort nachgewiesen. Dieses Ergeb-
nis wurde in weiteren Immunisierungsstudien mit MALP-2 in Kombination mit verschiede-
nen HIV-1-Proteinen (Becker et al. 2006; Borsutzky et al. 2003) oder einem abgeschwächten 
Masernvirus (Lührmann et al. 2005) bestätigt. Darüber hinaus konnte durch Koapplikation 
des Lipopeptids mit einem Trypanosoma cruzi-Vakzinekandidaten (Cruzipain) nach optimier-
tem Immunisierungsschema erstmals eine Überlebensrate von 60% nach anschließender In-
fektion der immunisierten Mäuse mit einer tödlichen Dosis lebender Parasiten erzielt werden 
(Cazorla et al. 2008). Der Einsatz von MALP-2 zur Immunisierung mit Adhäsin-basierten 
Vakzinekandidaten scheint daher vielversprechend, um einen effektiven Schutz vor einer In-




Für die Entwicklung eines Impfstoffes gegen Infektionen mit M. pneumoniae war es zunächst 
das Ziel, die in den Vorversuchen als immunogen charakterisierten Bereiche der Adhäsine P1 
und P30 von M. pneumoniae mittels gentechnischer Methoden in rekombinanten Hybridpro-
teinen zu kombinieren und auf eine erhöhte Immunogenität zu prüfen. Darüber hinaus sollte 
untersucht werden, ob und in welchem Ausmaß die Sequenzunterschiede zwischen den bei-
den Subtypen Auswirkungen auf die Immunogenität des P1-Proteins haben.
Neben der immunogenen Charakterisierung ist zu prüfen, inwieweit durch die Entwicklung 
neuartiger quantitativer in vitro Testsysteme Aussagen zur Adhärenzassoziation und Oberflä-
chenexposition definierter Adhäsinbereiche getroffen werden können.
Vielversprechende Hybridproteine, bestehend aus immunogenen und adhärenzvermittelnden 
Proteinbereichen, sollten als Antigene im Infektionsmodell getestet werden. Dabei war auch 
die Frage zu klären, ob eine Blockierung der adhärenzvermittelnden Regionen des Hauptad-
häsins P1 allein ausreichend für einen effektiven Schutz ist oder ob weitere akzessorische 
Adhärenzproteine einbezogen werden müssen.
Über die Wahl der Applikationsart als auch über die Kombination der Kandidatenproteine mit 
bekannten mukosalen Adjuvantien wird versucht, die Immunisierung zu optimieren. Über 
einen ausreichend hohen Titer an sekretorischen Antikörpern sollte die Kolonisierung des 
Respirationstrakt mit M. pneumoniae effektiv reduziert und damit der Wirt vor einer Erkran-
kung geschützt werden. 
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material
2.1.1 Puffer und Lösungen
Puffer und Lösungen wurden mit deionisiertem Wasser (aqua dest.) und Chemikalien analyti-
schen Reinheitsgrades nach Herstellerangaben angesetzt.
Tab. 2.1. Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lösungen
Name Zusammensetzung
Blockungspuffer 10% (v/v) FKS, 0,1% Tween 20 in PBS
Carbonatpuffer 15,1 mM Na2CO3, 34,5 mM NaHCO3
Coomassie-Färbelösung 4 Tabletten Coomassie Brilliant Blau R250 in 10% (v/v) Eisessig, 40% (v/v) Me-
thanol, 50% (v/v) aqua dest. lösen
Coomassie-Entfärber 20% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Eisessig
DNA-Ladepuffer 0,25% (v/v) Bromphenolblau, 0,25% (v/v) Xylencyanol, 15% (v/v) Ficoll
PBS 150 mM NaCl, 11,6 mM Na2HPO4, 1,8 mM NaH2PO4 (pH 7,2)
Phenolrot-Lösung 2% (w/v) Phenolrot, 5% (v/v) 2 N NaOH
Ponceau S-Färbelösung 0,1% (w/v) Ponceau S, 5% (v/v) Eisessig
Protein-Ladepuffer 0,05 M Tris, 2% (w/v) SDS, 0,15 mM NaN3, 10% (v/v) Glycerin, 0,05% (v/v) 
Bromphenolblau, 10% (v/v) β-Mercaptoethanol
Puffer A 6 M Guanidinhydrochlorid, 0,1 M NaH2PO4, 0,01 M Tris-HCl (pH 8,0)
Puffer B 8 M Harnstoff, 0,1 M NaH2PO4, 0,01 M Tris-HCl (pH 8,0)
Puffer C wie Puffer B (pH 6,3)
Puffer D wie Puffer B (pH 5,9)
Puffer E wie Puffer B (pH 4,5)
10x TBE-Puffer 0,9 M Tris, 0,9 M Borsäure, 0,025 M EDTA
TlowE-Puffer 10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA (pH 8,0)
Stripping-Puffer 100 mM Glycin (pH 2,9)
Substratlösung 
(Western Blot)





















R. Herrmann (ZMBH,      
Universität Heidelberg, D)
IV22a
R. Herrmann (ZMBH,      
Universität Heidelberg, D)
Mycoplasma genitalium Wildtyp ATCC 33530
Mycoplasma hominis Wildtyp ATCC 23114
Mycoplasma penetrans Wildtyp ATCC 55252
Mycoplasma salivarium Wildtyp ATCC 23064
Ureaplasma urealyticum Wildtyp ATCC 27818
Sonstige respiratorische Erreger
Chlamydophila pneumoniae Wildtyp Stamm TW-183
Legionella pneumophila Wildtyp ATCC 33152
Haemophilus influenzae Wildtyp ATCC 49247
Streptococcus pneumoniae Wildtyp ATCC 6305
Staphylococcus aureus Wildtyp ATCC 25923
Klebsiella pneumoniae Wildtyp ATCC 13883
Pseudomonas aeruginosa Wildtyp ATCC 27853
Escherichia coli
E. coli Wildtyp ATCC 43895
E. coli BL21(DE3) F– ompT hsdSB (rB
– mB
–) gal dcm (DE3) Novagen (San Diego, USA)
E. coli NovaBlue endA1 hsdR17 (rK12
– mK12
+) supE44 thi-1 
recA1 gyrA96 relA1 lac[F' proA+B+ la-
cIqZ R)]
Novagen (San Diego, USA)
2.1.3 Nährmedien für Bakterienkulturen
Alle aufgeführten Nährmedien und Lösungen wurden mit deionisiertem Wasser (aqua dest.) 
angesetzt und, wenn nicht anders angegeben, durch Autoklavieren bei 121°C und 1,5 bar für 
20 min sterilisiert. Zur Erzeugung eines Selektionsdrucks zur selektiven Anzucht von Bakte-
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rien, die plasmidkodierte Antibiotikaresistenzgene als Selektionsmarker tragen, wurde dem 
Nährmedium nach dem Abkühlen auf unter 50°C das entsprechende Antibiotikum zugeben.
Tab. 2.3. Zusammensetzung der verwendeten Nährmedien für Bakterienkulturen
Name Zusammensetzung
PPLO-Bouillon 21 g PPLO-Grundbouillon, 14 g Glucose ad 700 ml aqua dest. autoklavieren, 
Zugabe von 200 ml Pferdeserum (30 min inaktiviert bei 56°C), 100 ml Hefeex-
trakt, 5 ml Penicillin G, 2,5 ml 2 N NaOH, 2 ml Phenolrot (2%ig)
PPLO-Agar 7 g PPLO-Grundmedium ad 140 ml aqua dest. autoklavieren, Zugabe von 40 ml 
Pferdeserum (30 min inaktiviert bei 56°C), 20 ml Hefeextrakt, 1 ml Penicillin G, 
0,2 ml 2 N NaOH
LB-Bouillon nach Herstellerangaben, ggf. Zugabe von Kanamycin (25 µg/ml)
LB-Agar nach Herstellerangaben, ggf. Zugabe von Kanamycin (25 µg/ml)
2.1.4 Zelllinien und Zellkulturmedien
Die verwendeten Zelllinien und die entsprechenden Zellkulturmedien sind in Tabelle 2.4 auf-
geführt.
Tab. 2.4. Zelllinien und Zellkulturmedien
Zelllinie Beschreibung Herkunft Zellkulturmedium
HeLa humane Zervixkarzinomzellen; 
adhärent
ATCC CCL-2 DMEM mit 10% FKS
MRC-5 humane fetale Lungenfibroblasten; 
adhärent
ATCC CCL-171 MEM mit 10% FKS
HBEpC primäre humane Bronchialepithel-
zellen; adhärent
PromoCell (Heidelberg, D) Airway Epithelium Medium 
(AEM)
2.1.5 Oligonukleotide
Die Primer für die konventionelle und nested PCR wurden von der Firma Biomers (Ulm, D) 
bezogen. Die fluoreszenzmarkierte Sonde wurde von Applied Biosystems Applera (Weiters-
tadt, D) und die Primer für die qRT-PCR von Thermo Biosciences (Ulm, D) oder TIB MOL-
BIOL (Berlin, D) geliefert. Eine Zusammenfassung der verwendeten Oligonukleotide ist im 




Die in dieser Arbeit verwendeten Antikörper sind in Tabelle 2.5 aufgelistet.
Tab. 2.5. Antikörper
Bezeichnung Herkunft
a Antiseren (Meerschweinchen) gegen die rekombinanten Proteine RP1, 
RP2, RP3ST1, RP3ST2, RP5-12, RP13ST1/2, RP13V2, RP14, RP15, RP30,
RP65 (polyklonal)
Dumke et al.
a Maus anti-His-Tag (monoklonal) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
a Kaninchen anti-EF-G (polyklonal)
R. Herrmann (ZMBH, Universität 
Heidelberg, D)
b Kaninchen anti-Meerschweinchen-IgA Bethyl (Montgomery, USA)
c Ziege anti-Kaninchen-IgG Peroxidase Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
c Ziege anti-Meerschweinchen-IgG Peroxidase Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
c Ziege anti-Maus-Ig Peroxidase Pierce (Rockford, USA)
c Kaninchen anti-Human-Ig-Peroxidase Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
a Primärantikörper; b unkonjugierter Sekundärantikörper; c Konjugat
2.1.7 Chemikalien, Nährmedien, Enzyme, Beads, Größenstandards
Accutase PAA Laboratories (Pasching, AT)
Adjuvans
komplettes Freund’s Adjuvans (KFA) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
inkomplettes Freund’s Adjuvans (IFA) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
AEM Zellkulturmedium PromoCell (Heidelberg, D)
Agarose Seakem LE Cambrex Bio Science (USA)
Ampligase Epicentre (Madison, USA)
Beads (Polybead Carboxy Dyed Blue Microspheres) Polysciences (Warrington, USA)
Borsäure Merck (Darmstadt, D)
Bromphenolblau Serva (Heidelberg, D)
BSA (2 mg/ml) Pierce (Rockford, USA)
4-Chloro-1-Naphthol Serva (Heidelberg, D)
Coomassie Brilliant Blau R250 Merck (Darmstadt, D)
Dextranblau Fluka (Buchs, CH)
Dinatriumhydrogenphosphat Merck (Darmstadt, D)
DMEM Zellkulturmedium Gibco/ Invitrogen (Carlsbad, USA)
DMSO Invitrogen (Carlsbad, USA)
DNA-Längenstandard:
Smart Ladder (10 kb-Leiter) Eurogentec (Seraing, B)
dNTPs Fermetas (St. Leon-Rot, D)
EDAC Sigma-Aldrich (München, D)
EDTA Merck (Darmstadt, D)
Essigsäue (100 %) Merck (Darmstadt, D)
Ethanol Baker (Deventer, NL)
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Ethidiumbromid Merck (Darmstadt, D)
Ficoll Sigma-Aldrich Chemie (München, D)
FITC Fluka (Buchs, CH)
FKS PAA Laboratories (Pasching, AT)
D-(+)-Glucose Merck (Darmstadt, D)
Glycerin Roth (Karlsruhe, D)
Glycin Merck (Darmstadt, D)
Größenstandard:
Novex MultiMark™ Multi-Colored Protein
Standard Invitrogen (Carlsbad, USA)
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Fermentas (St. Leon-Rot, D)
Guanidinhydrochlorid Qiagen (Hilden, D)
Harnstoff ICN Biomedicals (Heidelberg, D)
Hefeextrakt Gibco/ Invitrogen (Gaithersburg, USA)
HEPES-Puffer PromoCell (Heidelberg, D)
IPTG Roth (Karlsruhe, D)
Isopropanol Promega (Mannheim, D)
Kanamycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München, D)
Ketamin (500 mg/10 ml) Ratiopharm (Ulm, D)
LB-Agar/ -Bouillon Difco/ Becton Dickinson (Sparks, USA)
Ligase (T4) Roche Diagnostics (Mannheim, D)
Ligationspuffer Boehringer (Mannheim, D)
Magnesiumchlorid Merck (Darmstadt, D)
MEM Zellkulturmedium Gibco/ Invitrogen (Carlsbad, USA)
-Mercaptoethanol Ferak Berlin (Berlin, D)
MES Sigma-Aldrich Chemie (München, D)
Natriumazid Merck (Darmstadt, D)
Natriumcarbonat Merck (Darmstadt, D)
Natriumchlorid Merck (Darmstadt, D)
Natriumhydrogencarbonat Merck (Darmstadt, D)
Natriumhydrogenphosphat Merck (Darmstadt, D)
Natriumhydroxid Merck (Darmstadt, D)
Ni2+-NTA Agarose Qiagen (Hilden, D)
Nonidet-P40 AppliChem (Darmstadt, D)
NuPage 20x MES Laufpuffer Invitrogen (Carlsbad, USA)
NuPage 20x Transfer-Puffer Invitrogen (Carlsbad, USA)
Penicillin G Jenapharm (Jena, D)
Pferdeserum Gibco/ Invitrogen (Gaithersburg, USA)
Phenolrot Merck (Darmstadt, D)
Polymerasen (mit entsprechendem Puffer)
GoTaq DNA Polymerase Promega (Mannheim, D)
Pfu DNA Polymerase Fermentas (St. Leon-Rot, D)
Ponceau S Serva (Heidelberg, D)
PPLO-Agar/ -Bouillon Difco/ Becton Dickinson (Sparks, USA)
Restriktionsendonukleasen
(mit entsprechendem Puffer, ggf. BSA) NEB (Frankfurt, D)
SDS Roth (Karlsruhe, D)
Tetramethylbenzidin (TMB) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
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Tris-HCl Roth (Karlsruhe, D)
Trypanblau (0,4%) Lonza (Walkersville, USA)
Trypsin (9.380 U/mg) Sigma (St. Louis, USA)
Tween20 Serva (Heidelberg, D)
Wasserstoffperoxid Merck (Darmstadt, D)
Xylazin (2%) Pharma Partner (Hamburg, D)
Xylencyanol FF Sigma-Aldrich Chemie (München, D)
2.1.8 Kits
BCA Protein Assay Test Kit Pierce (Rockford, USA)
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems (Foster City, USA)
ECL Western Blot Substrat (Super Signal West
Pico Chemiluminescent Substrate) Pierce (Rockford, USA)
Ek/LIC Cloning Kit, pET-30Ek/LIC Vector Kit Novagen (Madison, USA
LightCycler FastStart DNA Master Hybridization
Probes Roche Diagnostics (Penzberg, D)
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen (Hilden, D)
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen (Hilden, D)
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden, D)
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen (Hilden, D)
2.1.9 Verbrauchsmaterial
AutoSeq™ G50 -Säulen Amersham Biosciences (Buckinghamshire, UK)
Einmalkanülen, steril (21, 22, 27 G) B. Braun Melsungen (Melsungen, D)
Einmalkanülen mit Flügeln, steril Becton Dickinson (Juiz de Fora, BRA)
Einmalpipetten Costar Stripette® (5, 10, 25 ml) Corning Inc. (Corning, USA)
Einmalspritzen, steril (10 ml) Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA)
ELISA-Platten (96 Well) Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)
Entsalzersäulen D-Salt Dextran Pierce (Rockford, USA)
Gewebekulturplatten Microtest III™ Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA)
Küvette (Quarz, Suprasil) Hellma (Müllheim, D)
LightCycler® Glaskapillaren (20 µl) Roche Diagnostics (Mannheim, D)
NuPage Bis-Tris-Gel (10%) Invitrogen (Carlsbad, USA)
NuPage Nitrozellulosemembran Invitrogen (Carlsbad, USA)
Parafilm American National Can (Chicago, USA)
PCR-Röhrchen (0,2 ml) Biozym Scientific (Hess. Oldendorf, D)
Pipettenspitzen Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)
Plastikröhrchen, 10 ml, 50 ml Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)
Säulenzentrifugatoren Vivascience AG (Hannover, D)
Skalpell B. Braun Melsungen (Melsungen, D)
Tupfer, steril Technical Service Consults (Lancashire, UK)
Zellkulturflaschen (25 m², 75 m²) Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)




Autoklav Varioklav H+P Labortechnik (Oberschleißheim, D)
Begasungsbrutschrank HERA cell Kendro Laboratory Products (Hanau, D)
Bioimager LAS-3000 Fujifilm (Düsseldorf, D)
Blotkammer Blot Modul XCell II Invitrogen (Karlsruhe, D)
Eismaschine Scotsman AF-10 Scotsman Ice Systems (Vernon Hills, USA)
Elektrophoresekammer XCell Sure Lock Invitrogen (Karlsruhe, D)
FACSCalibur Durchflusszytometer Becton Dickinson (San Jose, USA)
Feinwaage BP 2100 Sartorius (Göttingen, D)
Gefrierschrank –20 °C Liebherr (Biberach an der Riss, D)
Gefrierschrank –80°C, E80 Colora Messtechnik (Lorch, D)
Kühlschränke Liebherr (Biberach an der Riss, D)
Lightcycler 1.5, 3.0 Roche Diagnostics (Mannheim, D)
Magnetrührer Faust Laborbedarf (Schaffhausen, CH)
Mehrkanalpipette Transferpette-8 Brand (Wertheim, D)
Mikrowelle Sharp (Hamburg, D)
Minishaker MS1 Faust Laborbedarf  (Schaffhausen, CH)
PCR-Workstation Ultra-Violet Products (Cambridge, UK)
pH-Meter WTW (Weilheim, D)
Photometer GeneQuant Pro Biochrom (Cambridge, UK)
Pipettensatz Eppendorf (Hamburg, D)
Pipettierhilfe accu-jet Brand (Wertheim, D)
Schüttler MTS4 Faust Laborbedarf (Schaffhausen, CH)
Sequenzierer ABI Prism 3100 Genetic Analyser Applied Biosystems (Fostercity, USA)
Sicherheitswerkbank:
Antair BSK anthos Mikrosysteme (Köln, D)
Cleanair Clean Air Techniek (Woerden, NL)
Spektralphotometer für 96-Well-Platten
Power Wave 200 Bio-Tek Instruments (Bad Friedrichshall, D)
Stromversorgungsgeräte:
E443 Consort (Turnhout, B)
EPS 1001 Amersham Biosciences (Buckinghamshire, UK)
Power Pac 200 Biorad (München, D)
Thermocycler:
GeneAmp PCR-System 9700 Applied Biosystems (Fostercity, USA)
Mastercycler Personal Eppendorf (Hamburg, D)
Thermomixer comfort Eppendorf  (Hamburg, D)
Transilluminator Geldoc 2000 Biorad (München, D)
Ultraschallsonde Bandelin (Berlin, D)
Washer für 96-Well-Mikroplatten, Columbus Pro Tecan (Grödig/Salzburg, AT)
Zentrifugen:
LightCycler Karussell Zentrifuge Roche Diagnostics (Mannheim, D)
Megafuge 1.0R Heraeus (Hanau, D)
Minizentrifuge Galaxy Mini Merck (Darmstadt, D)
Tischzentrifuge Biofuge fresco Heraeus (Hanau, D)
Vakuumzentrifuge Heto Lab Equipment (Alerod, DK)
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2.1.11 Computerprogramme und Internetangebote
Die in dieser Arbeit verwendete Software ist in Tabelle 2.6 zusammengefasst.
Tab. 2.6. Genutzte Computerprogramme und Internetangebote
Programm/ URL Hersteller/ Anbieter Anwendung
Adope Photoshop 6.0 Adope Systems (San Jose, USA) Bildbearbeitung





DNA Star (Madison, USA)
Auswertung von Sequenzierdaten, 
Proteinanalyse
Erstellung von Alignments
Microsoft Office XP Microsoft (Redmont, USA) Text- und Datenverarbeitung
Quantity One 4.1.1 Biorad (München, D) Detektion Ethidiumbromid-gefärbter 
DNA-Agarosegele
Reference Manager 11 Thomson Research Soft. (San Franci-
sco, USA)
Literaturdatenbank
SPSS 13.0 SPSS (Chicago, USA) Statistische Auswertung
http://au.expasy.org/tools/ Swiss Institute of Bioinformatics Recherchen zu Proteineigenschaften
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi
















2.2.1 Kultivierung von M. pneumoniae
Die Anzucht von M. pneumoniae in 50 ml PPLO-Bouillon erfolgte in Zellkulturflaschen (75 
cm2) bei 37°C. Bei Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (Farbumschlag des Kul-
turmediums) wurden die adhärenten Mykoplasmen zweimal mit PBS gespült und je nach wei-
terer Verwendung in PPLO-Bouillon oder PBS aufgenommen. Die Mykoplasmen wurden mit 
einem Zellschaber von der Oberfläche der Zellkulturflasche gelöst und entweder direkt in den 
verschiedenen Experimenten eingesetzt oder für eine spätere Vermehrung bei -20°C gelagert.
Zur Quantifizierung wurde die Mykoplasmensuspension in geeigneten Verdünnungsstufen 
auf PPLO-Agar ausplattiert und bei 37°C inkubiert. Nach 2-3 Wochen konnten die Kolonien 
ausgezählt und die Anzahl der CFU/ml ermittelt werden.
2.2.2 Kultivierung von E. coli
Die E. coli-Stämme wurden in LB-Medium oder auf LB-Agar, ggf. supplementiert mit Ka-
namycin, angezogen. Beimpfte Agarplatten wurden in der Regel über Nacht bei 37°C inku-
biert. Für die Anzucht in Flüssigkultur wurden Einzelkolonien von Agarplatten in LB-
Medium suspendiert und über Nacht bei 37°C mit 200 rpm geschüttelt. Die Übernachtkultu-
ren wurden beispielsweise direkt für DNA-Präparation eingesetzt (Kap. 2.2.4.1) oder zum 
Animpfen von Hauptkulturen genutzt (Kap. 2.2.5.1). 
Für die langfristige Aufbewahrung von Bakterienkulturen bei -80°C wurden 10 ml einer 
Übernachtkultur bei 3345 g für 20 min zentrifugiert und das Pellet in 800 µl sterilem PBS und 
200 µl Glycerin aufgenommen.
2.2.3 Kultivierung humaner Zelllinien
Die adhärenten Zelllinien HeLa, MRC-5 und HBEpC wurde bei 37°C und 5% CO2 in einem 
Begasungsbrutschrank kultiviert. Das Passagieren der Zellen erfolgte routinemäßig nach Er-
reichen von 100% (HeLa) bzw. 80-90% (MRC-5, HBEpC) Konfluenz des Zellrasens. Dazu 
wurden die Zellen einmal mit PBS gespült und anschließend mit dem Enzym Accutase ver-
setzt. Nach fünfminütiger Inkubation bei 37°C wurden die vollständig abgelösten Zellen in 




Für die Kryokonservierung wurden die einzufrierenden Zellen 10 min bei 200 g pelletiert, in 1 
ml DMSO resuspendiert und in Kryoröhrchen aliquotiert. Die Zellen wurden für jeweils min-
destens zwei Stunden zunächst bei -20°C, danach bei -80°C eingefroren und abschließend in 
flüssigem Stickstoff gelagert.
Für eine erneute Anzucht wurde die Zellsuspension in einem 37°C-warmen Wasserbad aufge-
taut, in 10 ml erwärmtes Medium überführt und bei 200 g für 10 min sedimentiert. Das Zell-
pellet wurde in frischem Medium resuspendiert und in geeigneter Zelldichte in Zellkulturfla-
schen ausgesät.
2.2.4 Molekularbiologische Methoden
2.2.4.1 Isolierung genomischer DNA
Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte unter Verwendung des QIAamp DNA Mini Kit
nach Angaben des Herstellers. Die DNA wurde in 100 µl Elutionspuffer aufgenommen, 1:10 
in HPLC-Wasser verdünnt und anschließend als Template in der PCR eingesetzt bzw. bis zur 
Verwendung bei –20 °C gelagert.
2.2.4.2 Konventionelle Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Für die Amplifikation von DNA-Fragmenten unter 1000 bp wurde die GoTaq DNA-
Polymerase und für größere Fragmente die Pfu-Polymerase mit 3’ -Korrekturlesefähigkeit
unter Angaben der Hersteller verwendet.
Reaktionsansätze:
GoTaq DNA Polymerase (50 µl):
10 µl 5x PCR-Puffer
10 µl dNTPs (je 200 µM)
1 µl Forward Primer (0,2 mM)
1 µl Reverse Primer (0,2 mM)
0,25 µl Polymerase (1,25 U/ PCR)
5 µl Template
22,75 µl HPLC-Wasser
Pfu DNA Polymerase (50 µl):
5 µl 10x PCR-Puffer
10 µl dNTPs (je 200 µM)
1 µl Forward Primer (0,2 mM)
1 µl Reverse Primer (0,2 mM)





Die Amplifikationen wurden im Thermocycler unter folgenden Bedingungen durchgeführt:
Vorgang Temperatur Zeit Zyklen
Initialdenaturierung 95°C 3 min 1
Denaturierung 95°C 1 min
Hybridisierung variabel 1 min 35
Extension 72°C 1 min (Taq), 2 min/kb (Pfu)
Finalextension 72°C 10 min (Taq), 5 min (Pfu) 1
Reaktionsende 4°C ∞
Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang in Tabelle A6 aufgelistet. Die An-
nealingtemperatur, Produktlänge sowie Targetsequenz sind ebenfalls in dieser Tabelle zu fin-
den.
2.2.4.3 Multiple Mutation Reaction (MMR) 
Die Multiple Mutation Reaction (Hames et al. 2005) stellt eine schnelle und effektive Strate-
gie zur Einführung mehrerer Punktmutationen in einem Schritt dar. So können TGA-Codons, 
die bei heterologer Expression in E. coli zu einem Translationsabbruch führen würden, zu 
Tryptophan-codierenden TGG-Codons ausgetauscht werden.
Je 50 µl Ansatz wurden folgende Komponenten verwendet:
5 µl 10x Ampligase-Puffer
5 µl dNTPs (je 200 µM)
1 µl Forward Primer (0,2 mM)
1 µl Reverse Primer (0,2 mM)
je 1 µl Mutationsprimer (je 0,2 mM)
1 µl Pfu DNA Polymerase (2,5 U/ PCR)
3 µl Ampligase (15 U/ PCR)
5 µl Template
ad 50 µl HPLC-Wasser
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Die Amplifikationen wurden im Thermocycler unter folgenden Bedingungen durchgeführt:
Vorgang Temperatur Zeit Zyklen
Initialdenaturierung 95°C 2 min 1
Denaturierung 95°C 1 min
Hybridisierung variabel 1 min 35
Extension 68°C 1 min
Finalextension 68°C 5 min 1
Reaktionsende 4°C ∞
Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang in Tabelle A6 aufgelistet. Die Tar-
getsequenz, Annealingtemperatur sowie die Produktlänge sind ebenfalls in dieser Tabelle zu-
sammengefasst.
2.2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese
Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA wurden 1,5%ige Agarosegele verwendet. Die 
Proben wurden jeweils mit 2 µl Ladepuffer gemischt und in die Taschen des Agarosegels ge-
laden. Als Größenstandard diente der Standard Smart Ladder (10 kb). Die Elektrophorese 
erfolgte in TBE-Puffer bei 180 mA. Nach der Färbung der Gele in einer Ethidiumbromidlö-
sung wurden die DNA-Banden unter einem UV-Transilluminator detektiert.
2.2.4.5 Aufreinigung von DNA-Fragmenten
Zur Aufreinigung von PCR-Produkten, Restriktionsansätzen oder Ligationsprodukten wurde 
das QIAquick PCR Purification Kit nach Angaben des Herstellers verwendet. Fragmentgemi-
sche wurden gelelektrophoretisch getrennt, die gewünschte Bande unter UV-Licht aus dem 
Gel ausgeschnitten und die enthaltene DNA mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit aus 
dem Gel isoliert. Die gereinigten DNA-Fragmente wurden in 30-50 µl Elutionspuffer aufge-
nommen und bis zum Gebrauch bei –20 °C gelagert. 
2.2.4.6 Restriktion und Ligation von PCR-Produkten
Zur Herstellung von Hybridproteinen wurden die jeweiligen PCR-Produkte an den durch PCR 
eingebauten Restriktionsschnittstellen im jeweiligen Restriktionspuffer nach Angaben des 
Herstellers verdaut. In einem Gesamtvolumen von 50 µl waren 10 U Restriktionsenzym 
enthalten. Die Inkubation erfolgte mindestens zwei Stunden bei 37°C. Nach Inaktivierung des 
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jeweiligen Enzyms wurden die Restriktionsansätze aufgereinigt (Kap. 2.2.4.5) und die DNA-
Konzentration im Photometer durch Messung der Extinktion bei 260 nm ermittelt.
Die Ligation von jeweils zwei DNA-Fragmenten wurde mit Hilfe der DNA Ligase des Bakte-
riophagen T4 in einem 40 µl-Ansatz durchgeführt, wobei beide Fragmente in der gleichen 
Konzentration eingesetzt wurden:
0,1 - 1 pmol DNA-Fragement 1
0,1 - 1 pmol DNA-Fragement 2
4 µl 10x T4 DNA Ligase-Puffer
3 µl T4 DNA Ligase (3 U/ PCR)
ad 50 µl HPLC-Wasser
Inkubiert wurde über Nacht bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurde die Ligase in einem 
20minütigen Hitzeschritt bei 65°C inaktiviert, der Ligationsansatz gelelektrophoretisch auf-
getrennt und die entsprechende DNA-Bande ausgeschnitten und aufgereinigt (Kap. 2.2.4.5). 
Zur anschließenden Klonierung wurde die Konzentration des Ligationsprodukt nochmals über 
eine PCR mit den jeweiligen Außenprimern (Kap. 2.2.4.2) erhöht.
2.2.4.7 Ligationsunabhängige Klonierung (LIC)
Über die Methode der ligationsunabhängigen Klonierung ist es möglich, PCR-Produkte direkt 
ohne Restriktionsenzymverdau und Ligation in LIC-Vektoren zu klonieren. Dabei wird die 
5’ 3’-Exonukleaseaktivität der T4 DNA Polymerase ausgenutzt (Aslanidis & de Jong 1990)
Mittels PCR (Kap. 2.2.4.2) wird die zu klonierende Sequenz mit spezifischen Enden verse-
hen. Die dabei genutzten Primer verfügen am 5’-Enden über eine zusätzliche 15 bp-lange 
Sequenz, die aus den Basen A, C und G besteht und mit einem T endet. Die entstandenen 
PCR-Produkte werden durch die 5’ 3’-Exonukleaseaktivität der T4 DNA Polymerase in 
Gegenwart von dATP abgebaut. Es entstehen 5’-ssDNA-Überhänge von definierter Sequenz 
und Länge, welche komplementär zu den 3’-ssDNA-Überhängen des LIC-Vektors sind. So 
können Vektor und Insert über die komplementären Enden direkt ohne zusätzlichen Liga-
tionsschritt vor der Transformation annealen.




2.2.4.8 Transformation von E. coli NovaBlue
Der in dieser Arbeit verwendete Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) besitzt eine sehr nied-
rige Transformationsrate. Daher wurde das Annealing-Produkt aus Insert und pET-30 Ek/LIC 
Vektor zuerst in den E. coli-Stamm NovaBlue transformiert. Dieser zeichnet sich durch eine 
hohe Transformationsrate und eine hohe Plasmidkopienzahl aus.
NovaBlue GigaSingle™ kompetente Zellen sowie SOC-Medium waren im pET-30 Ek/LIC 
Vector Kit enthalten. Die Transformation erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die E. coli 
Transformanden wurden anschließend auf LB-Agar mit Kanamycin selektiert.
2.2.4.9 Kolonie-Screening
Zur schnellen Suche nach Klonen, welche Plasmide mit dem gewünschten Insert enthielten, 
wurden mehrere Kolonien von der Agarplatte gepickt und direkt in PCR-Ansätze (Kap. 
2.2.4.2) überführt. Die PCR-Amplifikate wurden mittels Sequenzierung (Kap. 2.2.4.10) über-
prüft.
2.2.4.10 Sequenzierung
Die Sequenzierung der PCR-Amplifikate erfolgte in modifizierter Form nach der Kettenab-
bruchmethode (Sanger et al. 1977). Die zu sequenzierenden PCR-Produkte wurden im An-
schluss an eine Aufreinigung (Kap. 2.2.4.5) unverdünnt oder nach 1:10-Verdünnung in 
HPLC-Wasser in der Sequenzreaktion eingesetzt:




Die Amplifikationen wurden im Thermocycler unter folgenden Bedingungen durchgeführt:
Vorgang Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 94°C 10 s
Hybridisierung variabel 5 s 25




Im Anschluss an die Sequenzierreaktion wurden die Ansätze über AutoSeq-Säulen nach An-
leitung des Herstellers aufgereinigt, 30 min in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und bei 
-20°C gelagert. Die Auftrennung der Fragmente mittels Kapillarelektrophorese sowie die De-
tektion der durch Laserstrahlen angeregten verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe erfolgt mit 
dem Sequenzierer ABI Prism 3100 Genetic Analyser am Institut für Medizinische Mikrobio-
logie und Hygiene der TU Dresden. Die erhaltenen Sequenzdaten wurden mit Hilfe des Prog-
rammes EditSeq in Proteinsequenzen übersetzt. Sequenzvergleiche wurden mit dem Prog-
ramm Megalign („ClustalW Method“) erstellt.
2.2.4.11 Plasmid-DNA-Präparation
Zur Plasmidpräparation wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit verwendet, dem eine modifi-
zierte Methode der alkalischen Lyse sowie die Bindung von DNA an eine Silikagel-Membran 
zugrunde liegt. Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte aus 10 ml einer Übernachtkultur 
nach der beiliegenden Anleitung des Herstellers. Die Plasmidlösung wurde bis zur Transfor-
mation (Kap. 2.2.4.12) bei -20°C gelagert.
2.2.4.12 Transformation von E. coli BL21(DE3)
E. coli BL21(DE3) kompetente Zellen sowie SOC-Medium wurden von Novagen bezogen. 
Die Transformation erfolgte mit 1 µl isolierter und aufgereinigter Plasmid-DNA nach Anlei-
tung des Herstellers. Selektion und Anzucht plasmidtragender E. coli-Klone wurden, wie un-
ter Kap. 2.2.4.9 beschrieben, durchgeführt. 
2.2.4.13 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)
Die Quantifizierung von M. pneumoniae im respiratorischen Material der infizierten Tiere 
erfolgte zum einen über Kultivierung (Kap. 2.2.1) und zum anderen über quantitative real-
time TaqMan PCR. Dazu wurde ein in house PCR-System genutzt, welches eine Sequenz 
innerhalb des konservierten interrepetitiven Bereiches des P1-Gens (1804 – 1894 bp vom Be-
ginn des P1-Gens im M. pneumoniae-Stamm M129) amplifiziert. Darüber hinaus sollte im 
Rahmen dieser Arbeit ein neues qRT-PCR-System etabliert werden, das erstmals auf der 




Nach Isolierung genomischer DNA aus BAL und Trachealabstrich (siehe Kap. 2.2.4.1) erfolg-
te die Amplifikation der Zielsequenz unter Verwendung des LightCycler FastStart DNA Mas-
ter Hybridization Probes Kit in 20 µl-Ansätzen:
2,4 µl MgCl2 (3 mM)
2,0 µl Forward Primer (5 pmol/ Ansatz)
2,0 µl Reverse Primer (5 pmol/ Ansatz)
2,0 µl Sonde (2 pmol/ Ansatz)
2,0 µl LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes Mix
5,0 µl Template
4,6 µl HPLC-Wasser
Die Amplifikation wurde im LightCycler unter folgenden Bedingungen durchgeführt:
Vorgang Temperatur Zeit Zyklen
Initialdenaturierung 95°C 10 min 1
Denaturierung 95°C 15 s
Hybridisierung variable 5 s 55
Extension 72°C 5 s
Reaktionsende 40°C 1 min 1
Primer, Sonden sowie die entsprechenden Annealingtemperaturen sind im Anhang unter Tab. 
A21 zu finden. 
Die Auswertung des Anstiegs des Fluoreszenzsignals erfolgte unter Angabe der jeweiligen 
CT-Werte. Anhand der CT-Werte einer Plasmidstandardreihe wurde eine Eichkurve erstellt, 
mit der sich die Anzahl an M. pneumoniae-Genomkopien in den Proben ermittelt ließ.
2.2.4.13.2 Herstellung eines Plasmidstandards für die RepMP1-basierte qRT- PCR
Nach Isolierung genomischer DNA aus einer M. pneumoniae M129-Kultur (Kap. 2.2.4.1) 
wurde die repetitive DNA-Sequenz RepMP1 nach dem allgemeinen PCR-Protokoll unter 
Verwendung der Primer MprepF und MprepR sowie der GoTaq DNA-Polymerase (Kap. 
2.2.4.2) amplifiziert. Anschließend erfolgte die Klonierung des PCR-Produktes in den pET-30 
Ek/LIC Vektor, die Transformation in E. coli NovaBlue und die Isolation des gewünschten 
Plasmids nach den unter Kap. 2.2.4.7-11 beschriebenen Methoden. Die Reinheit und Kon-
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zentration des Plasmids wurde photometrisch bestimmt und eine Standardreihe mit 104, 105
und 106 Kopien pro PCR-Ansatz hergestellt und bei jeder Durchführung der RepMP1-
basierten qRT-PCR mitgeführt.
2.2.4.13.3 Spezifitäts- und Sensitivitätstestung
Zur Bestimmung der Spezifität des RepMP1-basierten qRT-PCR-Systems wurden Vertreter 
der Gattungen Mycoplasma und Ureaplasma (Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, 
Mycoplasma penetrans, Mycoplasma salivarium, Ureaplasma urealyticum) sowie weitere 
Erreger respiratorischer Erkrankungen (Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila, 
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) und Escherichia coli getestet.
Die Bestimmung der Nachweisgrenze beider qRT-PCR-Systeme (P1- und RepMP1-basiert) 
erfolgte über die Verdünnungsreihe (Faktor 10) einer Mykoplasmensuspension. Aliquots je-
der Verdünnungsstufe wurde zum einen auf PPLO-Agar zur Bestimmung der CFU/ml aus-
plattiert und zum anderen zur DNA-Isolierung mit anschließender qRT-PCR verwendet.
2.2.5 Protein- und immunchemische Methoden
2.2.5.1 Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine
150 ml LB-Medium mit 25 µg/ml Kanamycin wurden mit 7 ml einer Übernachtkultur des 
vektortragenden E. coli BL21(DE3)-Klons beimpft und bei 37°C geschüttelt. Die Induktion 
der Proteinüberexpression wurde nach 1½ Stunden durch Zugabe von 0,5 mM IPTG gestartet. 
Die Zellernte erfolgte nach weiteren fünf Stunden Inkubation auf dem Schüttler durch Zentri-
fugation für 20 min bei 3345 g. Die Bakterienpellets wurden über Nacht bei -20°C bzw. für 
eine längere Lagerung bei -80°C eingefroren.
Die Isolation und Aufreining der 6xHis-getaggten Proteine erfolgte unter denaturierenden 
Bedingungen mittels Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie. Dazu wurden die Pellets in 5 ml 
Puffer A resuspendiert und eine Stunde bei Raumtemperatur lysiert. Anschließend wurde das 
Lysat zur Abtrennung der Zelltrümmer 20 min bei 10.000 g zentrifugiert. Parallel dazu wur-
den 2 ml Ni2+-NTA-Agarose durch jeweils achtmaliges Waschen mit aqua dest. und Puffer A 
äquilibriert. Der Überstand des Lysates konnte nun mit der äquilibrierten Agarose versetzt 
werden. Nach 45minütigem Schütteln bei Raumtemperatur wurde die Lösung langsam auf 
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eine Polypropylensäule geladen. Gewaschen wurde mit 10 ml Puffer A, 15 ml Puffer B und 
10 ml Puffer C. Die Elution der rekombinanten Proteine erfolgte durch Senkung des pH-
Wertes, zunächst mit 6 ml Puffer D und anschließend mit 6 ml Puffer E. Die einzelnen Frak-
tionen wurden mittels Säulenzentrifugatoren geeigneter Ausschlussgröße aufkonzentriert und 
über SDS-PAGE (Kap. 2.2.5.5) und Coomassie-Blau-Färbung (Kap. 2.2.5.6) analysiert.
2.2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Smith et al. (1985) mit dem BCA
Protein Assay Kit nach Vorschrift des Herstellers.
2.2.5.3 Entsalzen der rekombinanten Proteine durch Gelchromatographie
Für eine intranasale Applikation im folgenden Tierversuch wurde die Proteinlösung mittels 
D-Salt Dextran Entsalzersäulen von Puffer D/E (pH 4,5-5,9) auf PBS (pH 7,2) nach Herstel-
lerangaben umgepuffert. Gelöste Proteine wurden durch Zentrifugation für 20 min bei 16.000 
g von Aggregaten abgetrennt und bis zur Immunisierung (Kap. 2.2.7.2.2) bei 4°C belagert.
2.2.5.4 Herstellung von M. pneumoniae-Gesamtantigen
Für die Herstellung von Gesamtantigen für Immunoblot (Kap. 2.2.5.8) und ELISA (Kap. 
2.2.5.9) wurden die von der Zellkulturflasche abgelösten Mykoplasmen in 1 ml PBS aufge-
nommen und mit einer 27G-Kanüle vereinzelt. Die Proteinkonzentration wurde bestimmt 
(Kap. 2.2.5.2) und die Suspension ggf. bis zur Verwendung bei -20°C eingefroren.
Die Lyse der Mykoplasmen erfolgte mittels Ultraschall in 3 Schritten à 15 min (60%). Zwi-
schen den Ultraschallbehandlungen wurden die Proben bei -20°C tiefgefroren und zu deren 
Beginn wieder aufgetaut. Zur Überprüfung des erfolgreichen Zellaufschlusses wurde 500 µl 
PPLO-Bouillon mit 20 µl des Lysates beimpft und für zwei bis drei Tage bei 37°C bebrütet. 
Nach Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Mykoplasmenlysat bis zur Verwen-
dung als Antigen bei -20°C gelagert.
2.2.5.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE wurde zur Auftrennung von Proteingemischen nach dem Molekulargewicht 
eingesetzt. Die Elektrophorese erfolgte mit dem Nu-PAGE-System und vorgefertigten 
10%igen Bis-Tris-Gelen. Die zu analysierenden Fraktionen der aufgereinigten rekombinanten 
Proteine oder 50-100 µg Gesamtantigen von M. pneumoniae wurden mit einem identischen 
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Volumen Ladepuffer versetzt, 10 min bei 100°C denaturiert und anschließend auf analytische 
oder präparative Gele aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in MES-Puffer bei 
200 V und 115 mA.
2.2.5.6 Coomassie-Blau-Färbung
Zur Färbung der rekombinanten Proteine wurden die Gele nach der Auftrennung für mindes-
tens 30 min bei Raumtemperatur in einer Coomassie Brilliant Blau-Lösung geschwenkt. Zur 
Entfärbung der proteinfreien Bereiche wurde das Gel mit 20% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Ei-
sessig unter Schütteln inkubiert.
2.2.5.7 Western Blot
2.2.5.7.1 Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran
Die Übertragung der gelelektrophoretisch getrennten Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel 
auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte in einer Semidry-Elektroblot-Apparatur. Zur Vorbe-
reitung des Transfers wurden Blottingpads, zwei Lagen Filterpapier und eine Nitrozellulose-
membran in Transfer-Puffer äquilibriert. Zwei Blottingpads wurden luftblasenfrei auf die Ka-
thode gelegt. Es folgten Filterpapier, Polyacrylamidgel, Nitrozellulosemembran, Filterpapier 
sowie sechs weitere Blottingpads. Nach einer Stunde bei 30 V und 170 mA war der Transfer 
beendet. Zur Kontrolle eines erfolgreichen Proteintransfers wurde die Membran reversibel mit 
Ponceau S gefärbt.
2.2.5.7.2 Immunologischer Nachweis membrangebundener Proteine
Nach dem Transfer der gelelektrophoretisch getrennten Proteine auf die Nitrozellulose-
membran wurden unspezifische Bindungsstellen über Nacht bei 4°C in Blockungspuffer ab-
gesättigt. Anschließend wurde die Membran mit dem primären Antikörper in geeigneter Ver-
dünnung in Blockungspuffer für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimali-
gem Waschen mit PBS + 0,1% Tween 20 wurden die Membran eine Stunde mit dem in Blo-
ckungspuffer verdünnten Peroxidase-konjugierten Sekundärantikörper inkubiert. Die Visuali-
sierung erfolgte nach drei weiteren Waschschritten mit PBS durch Zugabe der frisch herges-
tellten Substratlösung. Die Farbreaktion wurde durch Waschen mit Wasser abgestoppt. Alter-
nativ erfolgte die Immunodetektion mit Hilfe des ECL Western Blot Substrats nach Angaben 
des Herstellers. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde die entstandene Chemolumines-
zenz im Bioimager LAS-3000 aufgenommen und bei Bedarf die Stärke des Signals quantifi-
ziert. Bei letztgenannter Detektionsmethode konnte die Membran nach 30minütiger Inkubati-
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on in Stripping-Puffer für eine erneute Inkubation mit einem anderen Primärantikörper ver-
wendet werden.
2.2.5.8 Immunoblot
Der qualitative Nachweis antigenspezifischer Antiköper (i) in den monospezifischen Seren 
gegen die rekombinanten Proteine (Kap. 2.2.7.1) und (ii) in Seren, BAL und Trachealabstri-
chen aus den Infektionsversuchen (Kap. 2.2.7.2) erfolgte mittels Immunoblot. Dazu wurde 
Gesamtantigen von M. pneumoniae M129 (Kap. 2.2.5.4), wie unter Kap. 2.2.5.5 und 2.2.5.7 
beschrieben, auf einem präparativen Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrozel-
lullosemembran übertragen. Die geblockte Membran wurde in mehrere ca. 2 mm dicke Strei-
fen geschnitten, sodass verschiedene Proben parallel getestet werden konnten. Nach der Inku-
bation mit den zu analysierenden Seren oder respiratorischen Proben (1:100 verdünnt) folgte 
zunächst die Zugabe von 1:500-verdünntem Peroxidase-konjugiertem anti-Meerschweinchen 
IgG und anschließend die Visualisierung über eine Substratreaktion.
2.2.5.9 ELISA
Der quantitative Nachweis antigenspezifischer Antikörper erfolgte mittels ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbant Assay). Analog zur Analyse mittels Immunoblot wurden sowohl (i) 
die monospezifischen Seren gegen die rekombinanten Proteine (Kap. 2.2.7.1) als auch (ii) 
Seren, BAL und Trachealabstriche aus den Infektionsversuchen (Kap. 2.2.7.2) getestet (Tab. 
2.7).
Die Bestimmung des Immunglobulintiters der monospezifischen Seren gegen die rekombi-
nanten Proteine erfolgte auf ultraschalllysierten und parallel auf intakten Mykoplasmen. Dazu 
wurden 96-Well-Mikrotiterplatten mit 0,75 µg/Well lysierten oder über Nacht angezüchten 
Mykoplasmen in PBS drei Stunden bei 37°C beladen. Zur Bestimmung der Gesamt-Ig- und 
IgA-Menge in den Untersuchungsproben der Infektionsversuche wurden 96-Well-
Mikrotiterplatten mit 0,75 µg/Well Gesamtantigen in Carbonat-Puffer über Nacht bei 4°C 
beladen. Nach dreimaligem Waschen der Platten mit PBS + 0,1% Tween 20 im ELISA-
Washer wurden unspezifische Bindungsstellen durch Zugabe von 75 µl Blockungspuffer je 
Vertiefung für eine Stunde bei 37°C abgesättigt. Es wurde wiederum dreimal mit PBS + 0,1% 
Tween 20 gewaschen und anschließend das zu testende Untersuchungsmaterial (Serum, BAL, 
Trachealabstrich) in entsprechender Verdünnung in Blockungspuffer (50 µl/Well) zugegeben. 
Nach einer Inkubationszeit von 1½ Stunden bei 37°C und dreimaligem Waschen wurde der in 
Blockungspuffer verdünnte Peroxidase-konjugierte Sekundärantikörper zupipettiert. Der IgA-
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Nachweis erfolgte über einen Zwischenschritt mit einem unkonjugierten Sekundärantikörper. 
Nach 1½stündiger Inkubation und erneutem Waschen erfolgte die Visualisierung der Antigen-
Antikörper-Binding durch Zugabe des Substrates Tetramethylbenzidin. Die Reaktion wurde
nach 10 min mit 1 N Salzsäure gestoppt und die Extinktion im Spektralphotometer bei 450 
nm und einer Referenzwellenlänge von 620 nm gemessen.
Tab. 2.7. Zusammenfassung der verwendeten Antigene, Antiseren und Konjugate in den durch-









































2.2.5.10 Trypsinbehandlung von intakten M. pneumoniae-Zellen
Zur Analyse der Oberflächenexposition ausgewählter Adhäsinbereiche wurden frisch geernte-
te M. pneumoniae M129-Zellen in 1 ml PBS aufgenommen und in zwei Aliquots à 0,5 ml 
aufgeteilt. Die Zellen eines Aliquots wurden pelletiert und in 0,5 ml 1% Nonidet-P40 (NP-40) 
in PBS resuspendiert. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration (Kap. 2.2.5.2) wurden je 
45 µg der intakten Zellen und der NP-40-lysierten Zellen mit aufsteigenden Trypsinkonzent-
rationen (0; 2,5; 5; 10; 20; 100 µg) für 20 min bei 37°C inkubiert. Die intakten Mykoplas-
menzellen wurden durch anschließende Zentrifugation für 10 min bei 9.000 g geerntet und 
wiederum in PBS aufgenommen, währenddessen das Mykoplasmenlysat bei Raumtemperatur 
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gelagert wurde. Direkt im Anschluss wurden beide Ansätze mit Proteinladepuffer versetzt, 10 
min bei 100°C gekocht, mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitro-
zellulosemembran übertragen (Kap. 2.2.5.5 und 2.2.5.7). Der eventuelle Verdau der Proteine 
P1 und P30 wurde mit dem monospezifischen Serum gegen das Hybridprotein HP14/30 
(1:1.000-verdünnt) und das intrazelluläre Protein Elongationsfaktor-G (EF-G; 1:500) in Kom-
bination mit Peroxidase-konjugiertem anti-Meerschweinchen IgG (1:5.000) bzw. anti-
Kaninchen IgG (1:5.000) nachgewiesen.
2.2.6 Bindungs- und Adhärenzhemmtests
2.2.6.1 Analyse der Bindungseigenschaften der rekombinanten Proteine an humane 
Zellen
Um neben der immunologischen Charakterisierung der rekombinanten Proteine Aussagen zur 
Adhärenzassoziation zu treffen, wurde ein ELISA-basierter Assay etabliert. Damit konnte 
zum einen die Bindung der rekombinanten Peptide an humane Zellen und zum anderen die 
Blockierung dieser Bindung durch das jeweilige spezifische Antiserum quantitativ bewertet 
werden. Der allgemeine Ablauf des Tests und die dazu verwendeten Proteine und Seren mit 
entsprechenden Konzentrationen sind in Tab. 2.8 zusammengefasst.
HeLa-Zellen oder MRC-5 Lungenfibroblasten wurden mittels Accutase von der Zellkulturfla-
sche gelöst, in PBS aufgenommen und die Proteinkonzentration der Zellsuspension bestimmt 
(Kap. 2.2.5.2). 96-Well-Mikrotiterplatten wurden mit 0,5 µg/Well Zellsuspension über Nacht 
bei 4°C beladen. Zum Nachweis eventueller unspezifischer Wechselwirkungen der rekombi-
nanten Proteine wurde parallel dazu eine Beladung nur mit Carbonatpuffer bzw. mit 
0,5 µg/Well BSA in Carbonatpuffer durchgeführt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS + 
0,1% Tween 20 wurden auf die mit Zellsuspension beladenen Platten 0,5, 0,1 oder 0,025 µg 
rekombinantes Protein pro Well gegeben. Die nicht bzw. mit BSA beladenen Platten wurden 
mit 0,5 µg rekombinantem Protein je Vertiefung inkubiert. Nach 1½ Stunden bei 37°C wur-
den durch dreimaliges Waschen alle ungebundenen Proteine entfernt. Die an die Zellfraktion 
gebundenen Proteine wurden über ELISA mit den jeweiligen monospezifischen anti-RP-
Seren quantifiziert (Kap. 2.2.5.9).
Zur Standardisierung aller spezifischen Protein-Antikörper-Reaktionen wurden parallel dazu 
Vertiefungen mit jeweils 0,25 µg jedes rekombinanten Proteins beladen. Nach Inkubation der 
Proteine mit den jeweils spezifischen Antiseren wurden die Immunreaktionen detektiert. Die 
hierbei erhaltenen OD450/620-Werte wurden auf einen konstanten Wert gesetzt und die zugehö-
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rigen OD450/620-Werte nach Inkubation der rekombinanten Proteine mit den humanen Zellen 
bzw. der Mikrotiterplatte dazu ins Verhältnis gesetzt.
Durch eine Vorinkubation der rekombinanten Proteine mit ihren entsprechenden Antiseren für 
zwei Stunden sollte eine spezifische Blockierung dieser Bindung detektiert werden. Darüber 
hinaus wurde der Einfluss von polyspezifischen anti-M. pneumoniae-Seren getestet, die nach 
dreifach s.c. Immunisierung oder dreifach i.n. Stimulation von Meerschweinchen mit M.
pneumoniae M129 gewonnen wurden. Alle zu testenden Seren wurden unverdünnt und in 
einer 1:10-Verdünnung eingesetzt. Als Negativkontrolle wurden die rekombinanten Proteine 
mit PBS anstelle eines Serums vorinkubiert. Die nach Durchführung des Bindungstests dabei 
erhaltenen OD450/620-Werte wurden als 100% Bindung bzw. 0% Hemmung angesehen und die 
OD450/620-Werte nach Vorinkubation der rekombinanten Proteine mit den zu testenden Seren 
dazu ins Verhältnis gesetzt.
Tab. 2.8. Ablauf und eingesetzte Konzentrationen von Proteinen und Serum bei der Beladung 
der Mikrotiterplatte, der Vorinkubation und Testung der rekombinanten Proteine sowie dem 
Nachweis der gebundenen Proteine mittels ELISA. Es wurden die rekombinanten Proteine RP1-15 
(P1-Adhäsin), RP30 und RP65 (Proteine P30 und P65), das Hybridprotein HP14/30 und Gesamtanti-
gen von M. pneumoniae M129 getestet. Neben den monospezifischen Seren gegen die rekombinanten 
Proteine (anti-RP) wurden Seren von Meerschweinchen nach dreifach s.c. Immunisierung (anti-M129, 




Vorinkubation des RP 
mit Serum (2 h)
ELISA
anti-RP Konjugat
Bindung der rekombinanten Proteine an HeLa- oder MRC-5-Zellen
nur Carbonatpuffer 0,5 µg/Well --- 1:100 1:5000
0,5 µg/Well BSA 0,5 µg/Well --- 1:100 1:5000
0,5 µg/Well HeLa-Suspension 0,5/ 0,1/ 0,025 µg/Well --- 1:100 1:5000
0,5 µg/Well MRC-5-Suspension 0,5/ 0,1/ 0,025 µg/Well --- 1:100 1:5000
0,25 µg/Well RP --- --- 1:100 1:5000
Hemmung dieser Bindung durch Vorinkubation der rekombinanten Proteine mit verschiedenen Seren 
0,5 µg/Well HeLa-Zellsuspension 0,25 µg/Well PBS;
anti-RP uv, 1:10;
anti-M129 (s.c.) uv, 1:10;




2.2.6.2 In vitro Adhärenzhemmtest
Zur Identifizierung adherenzvermittelnder Proteine bzw. Proteinbereiche und Vorhersage ei-
ner schützenden Immunität in vivo wurden zwei verschiedene quantitative Strategien entwi-
ckelt. Damit wurden sowohl Seren gegen adhärenznegative Mutanten als auch Seren gegen 
die rekombinanten Proteine auf eine adhärenzhemmende Aktivität in vitro getestet.
2.2.6.2.1 Quantifizierung über Mykoplasmen-gekoppelte Microbeads
Die kovalente Kopplung einer Mykoplasmensuspension an blaugefärbte Beads (1 µm; Poly-
bead Carboxy Dyed Blue Microspheres) mit einem Absorptionsmaximum von 660 nm erfolg-
te mit Hilfte des Kopplungsreagenzes EDAC. Dabei werden Aminogruppen der Proteine mit 
Carboxylgruppen der Beads verbunden.
12,5 mg Beads wurden in 1,5 ml MES-Puffer (50 mM; pH 6,0) aufgenommen und anschlie-
ßend wieder für 15 min bei 3.000 g pelletiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde das 
Pellet in 1 ml MES-Puffer (pH 6,3) resuspendiert und 400 µl einer frisch hergestellten EDAC-
Lösung mit einer Endkonzentration von 13 mg/ml zugegeben. Die Aktivierung der Carbo-
xylgruppen erfolgte für 15 min bei Raumtemperatur auf einem Überkopfschüttler. Anschlie-
ßend wurde überschüssiges EDAC durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und die 
Beads in 1 ml PBS resuspendiert. 400 µg einer Mykoplasmensuspension wurden zugegeben 
und die kovalente Kopplung für drei Stunden bei Raumtemperatur ermöglicht. Abschließend 
wurden die beladenen Beads zweimal mit PBS gewaschen, in 400 µl PBS + 0,05% BSA re-
suspendiert und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.
Für den Adhärenzhemmtest wurden HeLa-Zellen in 96-Well-Mikrotiterplatten ausgesät und 
bis zu 100% Konfluenz kultiviert. Die Beads wurden 1:2 mit PBS + 0,05% BSA verdünnt. 
Die zu testenden Antiseren wurden in entsprechender Verdünnung zugegeben. PBS diente als 
Negativkontrolle. Nach zweistündigem Schütteln bei Raumtemperatur wurden 20 µl der op-
sonisierten Beads zusammen mit 30 µl DMEM in eine Vertiefung der Mikrotiterplatte pipet-
tiert. Innerhalb von zwei Stunden bei 37°C erfolgte, je nach adhärenzhemmender Aktivität 
des Serums, die Bindung der Mykoplasmen-gekoppelten Beads an die HeLa-Zellen. Der 
Überstand (Ü1) wurde vorsichtig abgenommen und in neue 96-Well-Platte überführt. Die 
Zellen wurde nochmals vorsichtig mit 50 µl PBS pro Well gespült und der Überstand (Ü2) in 
eine dritte Platte pipettiert. Die Quantifizierung der Beads in Überstand und Zellfraktion er-
folgte über Messung der Optischen Dichte bei 660 nm im Spektralphotometer. Die Summe 
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der Absorptionswerte der Überstände Ü1 und Ü2 wurden von dem der Zellfraktion abgezo-
gen.
2.2.6.2.2 Quantifizierung mittels Durchflusszytometrie
Grundlagen der Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in Suspension auf 
der Grundlage von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften. Ein Laser stellt im Forward 
Scatter (FSC) die Größe der Zellen und im Side Scatter (SSC) die Granularität der Zellen dar, 
sodass Subpopulationen unterschieden werden können. Weiterhin können drei verschiedene 
Fluoreszenzen angeregt und registriert werden, die weitere Aussagen über bestimmte Oberflä-
chenmarker erlauben. So könnte z.B. die Adhärenz von FITC-markierten Mykoplasmen an 
humane Zellen nachgewiesen werden. Der Fluoreszenzfarbstoff FITC wird vom Licht des 
Argonlasers mit einer Wellenlänge von 488 nm angeregt und emittiert Licht der Wellenlänge 
530 nm, welches im FL1-Kanal detektiert werden kann. 
Durchführung
Adhärente Mykoplasmen einer 24 Stunden-Kultur wurden in 1 ml PBS resuspendiert und mit 
einer 27G-Kanüle vereinzelt. 100 µl einer FITC-Lösung (0,015 mg/ml) wurden zugegeben 
und die Suspension 50 min bei 37°C gedreht. Anschließend wurden die FITC-markierten 
Mykoplasmen 10 min bei 10.000 g zentrifugiert und dreimal mit je 1 ml PBS gewaschen. Zur 
Einstellung einer definierten Mykoplasmenzahl wurde im Photometer die Optische Dichte bei 
600 nm gemessen und die Suspension mit PBS auf OD600=0,44 eingestellt. Die Opsonsierung 
erfolgte in 200 µl-Ansätzen mit einer 1:40- (für eine Inkubation mit HeLa und MRC-5) bzw. 
1:5- (für eine Inkubation mit HBEpC) verdünnten Mykoplasmensuspension in PBS mit 25% 
(v/v) PPLO-Bouillon und 10% (v/v) inaktiviertem Antiserum. Die Ansätze wurden eine Stun-
de bei 37°C schüttelnd inkubiert. Parallel dazu wurden die zu testenden Zellen mittels Accu-
tase vom Boden der Zellkulturflasche gelöst und nach einem Zentrifugationsschritt von 10 
min bei 200 g in 1 ml PBS resuspendiert. Die Lebendzellzahl wurde nach vorheriger Verdün-
nung in Trypanblau mit Hilfe einer Neubauerkammer bestimmt und auf eine definierte Menge 
eingestellt. Die opsonisierten Mykoplasmen wurden mit den Zellen gemischt. Unmittelbar 
danach (Zeitpunkt T0) oder nach einstündiger Inkubation auf dem Überkopfschüttler bei 37°C 
(Zeitpunkt T1) wurde die Interaktion durch Zugabe von 300 µl eiskaltem PBS pro Ansatz be-
endet. Bis zur FACS-Analyse wurden die Proben auf Eis gelagert.
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Zur Vergleichbarkeit der einzelnen Versuche wurden stets zwei Negativkontrollen mit (a) 
Präimmunserum eines unbehandelten Meerschweinchens und (b) Serum gegen das rekombi-
nant hergestellte Zytoplasmaprotein ADK von M. pneumoniae mitgeführt. Als Positivkontrol-
le diente das polyspezifische Serum eines Meerschweinchens, welches dreimal s.c. mit 
M. pneumoniae immunisiert wurde.
Die Analyse der Proben erfolgte am FACSCalibur Durchflusszytometer mit Hilfe der Soft-
ware CellQuest 3.3. Die Parameter FSC und SCC wurden in einem Dot Plot dargestellt und 
die zu analysierende Zellpopulation mit Hilfe eines Gates so eingegrenzt, dass tote Zellen, 
Zelltrümmer oder freie Mykoplasmen nicht mit in die Auswertung eingingen. Pro Messung 
wurde von 5000 Zellen innerhalb dieses Gates der Mittelwert der FL1-Intensität bestimmt, 
welcher mit der Menge an adhärierenden Mykoplasmen korrelierte. Da eine exakte Einstel-
lung der zugegebenen Mykoplasmenmenge durch OD600-Messung nicht immer möglich war, 
wurden die Parameter wenn nötig geändert, um bei jeder Versuchsdurchführung einen kons-
tanten mittleren FL1-Wert nach Vorinkubation der Mykoplasmen mit PBS zu erhalten. Die 
gemessene Fluoreszenzintensität bei Vorinkubation der Mykoplasmen mit anti-RPADK-
Serum wurde als maximal mögliche Mykoplasmenadhärenz angenommen und auf 100% ge-
setzt.
2.2.7 Tierexperimentelle Arbeiten
2.2.7.1 Herstellung monospezifischer Antiseren
2.2.7.1.1 Immunisierungsschema
Zur Gewinnung monospezifischer Antiseren wurde je rekombinantem Protein ein Meer-
schweinchen (Charles River Wiga Deutschland GmbH) immunisiert. Alle Eingriffe an den 
Versuchstieren wurden unter Narkose mit 17,5 mg Ketamin und 0,05 mg Rompun durchge-
führt. Die Grundimmunisierung erfolgte subkutan mit einer Emulsion aus 100 µg Protein/
200 µl und 100 µl komplettem Freund’schen Adjuvans. Nach 28 Tagen wurden zwei Booste-
rimmunisierungen im Abstand von sieben Tagen durchgeführt. Dazu wurden 100 µg Protein/
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Sieben Tage nach letzter Boosterung wurden die Meerschweinchen mittels Herzpunktion ent-
blutet. Eine Injektionsnadel mit aufgesetzter Spritze wurde ins Herz geführt, das Blut mit der 
Spritze abgezogen und in einem 50 ml-Röhrchen gesammelt. Zur Gerinnung wurden die 
Blutproben zuerst zwei Stunden bei Raumtemperatur und anschließend über Nacht bei 4°C 
gelagert. Nach 30minütiger Zentrifugation bei 2.500 g konnte das Serum abgenommen, ali-
quotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren werden. 
Für die Opsonisierung von Mykoplasmen wurden die Seren durch Zentrifugation für 15 min 
bei 16.000 g von Verunreinigungen getrennt und bei 56°C für 30 min inaktiviert.
2.2.7.2 Infektionsversuche
2.2.7.2.1 Allgemeiner Versuchsablauf
Die Meerschweinchen wurden per Zufall in Gruppen mit mindestens drei Tieren eingeteilt. In 
jeder Versuchsreihe wurde neben einer oder mehreren Gruppen immunisierten Tiere eine 
Kontrollgruppe mitgeführt. Der allgemeine Ablauf der Infektionsversuche ist in Abb. 2.1 
schematisch dargestellt.
Abb. 2.1. Schematischer Ablauf der Infektionsversuche.
2.2.7.2.2 Immunisierungs- und Infektionsschema
Alle Eingriffe an den Versuchtieren wurden unter Narkose mit 17,5 mg Ketamin und 0,05 mg 
Rompun durchgeführt. Die Immunisierung mit einem Vakzinekandidaten erfolgte nach dem 
unter Kap. 2.2.7.1.1 beschriebenen allgemeinen Schema.
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Zur Erhöhung der antigenspezifischen IgA-Antwort im Respirationstrakt wurde in verschie-
denen Versuchen sowohl die Applikationsart als auch die Adjuvanszugabe variiert. Für eine 
intranasale Applikation wurde das rekombinante Protein zuvor über Gelchromatographie vom 
Harnstoff im Elutionspuffer gereinigt und in PBS (pH 7,2) umgepuffert (Kap. 2.2.5.3). An-
schließend wurden 100 µg Protein/ 200 µl PBS ohne Zugabe von Freund’schem Adjuvans 
intranasal verabreicht. Darüber hinaus wurde MALP-2 als mukosales Adjuvans getestet. Dazu 
wurden 100 µg Protein/ 200 µl PBS mit 5-10 µg MALP-2 gemischt und auf intranasalem 
Wege appliziert.
Um den erzielten Immunisierungserfolg zu überprüfen, wurden sowohl alle vorstimulierten 
Tiere als auch die unbehandelten Tiere der Kontrollgruppe intranasal mit 200 µl einer Mi-
schung verschiedener M. pneumoniae- Stämme infiziert. Die vorherige Anzucht der Mykop-
lasmen sowie die Bestimmung der Infektionsdosis erfolgte wie unter Kap. 2.2.1 beschieben.
2.2.7.2.3 Gewinnung von Serum und respiratorischem Untersuchungsmaterial
Zehn Tage nach Infektion wurden alle Versuchstiere durch Herzpunktion weitgehend entblu-
tet und Serum, wie unter Kap. 2.2.7.1.2 beschrieben, gewonnen. Darüber hinaus wurden ein 
Trachealabstrich genommen und eine Bronchoalveoläre Lavage (BAL) durchgeführt. Dazu 
wurden die Tiere nach vollständiger Entblutung an Hals und Brust rasiert und desinfiziert. Die 
Trachea wurde mit steriler Pinzette und Schere präparatorisch freigelegt und ca. 1 cm kranial 
der Bifurkation durch einen Horizontalschnitt eröffnet. Durch die so geschaffene Öffnung 
konnte ein Tupfer in die Trachea eingeführt, gedreht und anschließend in ein vorbereitetes 
Röhrchen mit 500 µl PPLO-Bouillon überführt werden. Die Spülung der Lunge mit 10 ml 
PPLO-Medium erfolgte über einen Katheter mit 7 mm Durchmesser.
Im Anschluss wurden antigenspezifische Antikörper in den polyklonalen Seren und den respi-
ratorischen Proben über Immunoblot (Kap. 2.2.5.8) nachgewiesen und die Menge an spezifi-
schen Immunglobulinen mittels ELISA bestimmt (Kap. 2.2.5.9). Zum Nachweis einer Eradi-
kation bzw. Reduktion der Kolonisierung des oberen und unteren Respirationstraktes wurden 





Für die statistische Analyse wurde das Programm „SPSS“ verwendet. Signifikante Unter-
schiede zwischen der Kontrollgruppe und den immunisierten Gruppen der Tierversuche wur-
den aufgrund des niedrigen Stichprobenumfangs mit dem nicht-parametrischen Mann-
Whitney U-Test (exakt) ausgewertet. Die Auswertung der Ergebnisse der Testung aller Anti-
seren im Adhärenzhemmtest (FACS-Analyse) erfolgte mit Hilfe einer einfaktoriellen Va-
rianzanalyse (ANOVA). Für den anschließenden paarweisen Vergleich mit der Negativkont-
rolle (anti-RPADK) wurde der Post Hoc-Dunnett-T3-Test durchgeführt, der für unbekannte 
oder ungleiche Varianzen geeignet ist. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 bzw. p < 

























3.1 Rekombinante Expression der Proteine P1, P30 und P65 von 
M. pneumoniae
In Vorarbeiten, die als Grundlage für die vorliegende Arbeit dienten, wurden sowohl die kon-
servierten als auch die repetitiven Bereiche des P1-Gens des M. pneumoniae-Stammes M129 
(Subtyp 1) unter Umgehung der 21 TGA-Stopcodons in 14 Fragmente unterteilt und diese als 
rekombinante Proteine (RP1-3 und RP5-RP15) in E. coli exprimiert. Da Subtyp 2- und Va-
riante 2a-Stämme neben Subtyp 1-Isolaten die am häufigsten im Patienten nachzuweisenden 
Genotypen sind, wurden die jeweils abweichenden Proteinbereiche in analoger Weise herges-
tellt (RP3ST1 und RP3ST2; RP13ST1/2 und RP13V2). Die rekombinanten Proteine RP1-RP3 und 
RP5-RP15 deckten 87,8% des gesamten P1-Adhäsins (M. pneumoniae M129) ab. Durch den 
gezielten Austausch von sechs TGA- zu TGG-Codons konnte innerhalb der vorliegenden Ar-
beit ein weiterer P1-Proteinbereich von AS 369-420 als rekombinantes Protein RP4 erfolg-
reich exprimiert werden. Das His-Tag-Protein RP4 wurde mittels Ni2+-
Affinitätschromatographie aufgereinigt und über SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-
Blau-Färbung nachgewiesen (Abb. 3.1 A). Das Protein reagierte im Western Blot (Abb. 
3.1 B) sowohl mit monoklonalen anti-His-Tag Antikörpern als auch mit einem polyspezifi-
schem anti-M. pneumoniae-Serum. Zur Herstellung eines monospezifischen Antiserums wur-
de ein Meerschweinchen dreimal s.c. mit dem rekombinanten Protein RP4 immunisiert. Das 
gewonnene Serum reagierte im Immunoblot mit dem Gesamtantigen von M. pneumoniae
M129 wie erwartet mit dem P1-Adhäsin (Abb. 3.1 C). Damit sind nun 90% des gesamten P1-
Proteins in 15 Teilbereichen rekombinant hergestellt. 
Abb. 3.1. Analyse des vom P1-Adhäsin von M. 
pneumoniae abgeleiteten rekombinanten Proteins 
RP4 sowie dessen spezifischen Antiserums. A. 
SDS-PAGE des aufgereinigten rekombinanten Pro-
teins RP4 (11 kDa) mit anschließender Coomassie-
Blau-Färbung. B. Western Blot von RP4 mit monok-
lonalen anti-His-Tag Antikörpern (Spur 1) und po-
lyklonalem anti-M. pneumoniae Meerschweinchense-
rum (Spur 2). C. Reaktion des monospezifischen 
Meerschweinchenserums gegen RP4 mit dem Ge-
samtantigen von M. pneumoniae M129 (Reaktion mit 















variable Bereiche innerhalb der repetitiven Elemente; TGA-Codon; RepMP2/3; 
abgeleitet von Stamm M129 (Subtyp 1),
abgeleitet von Stamm DR (Variante 2a)
abgeleitet von Stamm FH (Subtyp 2), 
rekombinantes Protein (RP):  
RepMP4;
16271 1 405 






Das putative Adhäsin P30 und das adhärenzassoziierte Protein P65 wurden in Vorversuchen 
ebenfalls als immunodominant charakterisiert und, bedingt durch das Vorkommen von TGA-
Codons, als verkürzte rekombinante Proteine in E. coli exprimiert (RP30 bzw. RP65). Die 
Lokalisation aller rekombinant hergestellten Proteine ist in Abb. 3.2 schematisch dargestellt. 
Detaillierte Angaben bezüglich Lage und Größe der rekombinanten Proteine sind im Anhang 
in Tab. A1 aufgelistet. 
Abb. 3.2. Schematische Darstellung der Proteine P1 (MPN141; Dumke et al. 2003), P30 
(MPN453) und P65 (MPN309) von M. pneumoniae und der Lokalisation der rekombinanten 
Proteine RP1-15, RP30 und RP65. Die Angabe der Aminosäuren (AS) jedes Proteins bezieht sich 
auf den M. pneumoniae-Stamm M129. Mit einer Ausnahme wurden alle rekombinanten Proteine in 
Vorarbeiten hergestellt. Ein noch fehlender Teilbereich des P1-Adhäsins (AS 369-420) wurde im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit als rekombinantes Protein RP4 exprimiert.
3.2 Identifizierung der antigenen Bereiche der Proteine P1, P30 und P65
Die Antigenität der von den Proteinen P1, P30 und P65 von M. pneumoniae M129 abgeleite-
ten rekombinanten Proteine wurde ebenfalls bereits in Vorarbeiten bewertet. Dazu wurden die 
His-Tag-Proteine zum einen mittels Immunoblot auf ihre Reaktivität mit Akutphaseseren von 
Patienten mit bestätigter M. pneumoniae-Infektion (IgA/ IgM-positiv; Abb. 3.3) getestet. Zum 
anderen wurden die ELISA-Reaktionen mit Seren experimentell infizierter Meerschweinchen 
(Abb. 3.4) bestimmt. Dabei gingen die Proteine RP14 und RP15, die den C-terminalen Be-





































Immunoreaktivität der rekombinanten Proteine mit Patientenseren

















anti-M. pneumoniae M129 (s.c.)
anti-M. pneumoniae M129 (i.n.)
101 2 3ST1 4 5 6 7 8 9 11 12 14 15 30 6513ST1/2
abgeleitet vom P1-Adhäsin
rekombinante Proteine
Abb. 3.3. Immunreaktion der rekombinanten Proteine RP1-15 (P1), RP30 (P30) und RP65 (P65) 
von M. pneumoniae M129 (Subtyp 1) mit Seren von Patienten mit bestätigter M. pneumoniae-
Infektion. Die Testung der rekombinanten Proteine mit 14 Akutphaseseren (IgA-/ IgM-positiv, kom-
merzieller ELISA) erfolgte mittels Immunoblot.
Abb. 3.4. ELISA-Reaktion der rekombinanten Proteine RP1-15 (P1), RP30 (P30) und RP65 
(P65) von M. pneumoniae M129 (Subtyp 1) mit Hyperimmunseren von Meerschweinchen nach 
dreifach subkutaner (s.c.) oder dreifach intranasaler (i.n.) Immunisierung mit M. pneumoniae
M129. Die arithmetischen Mittelwerte der OD450/620-Werte mit zugehöriger Standardabweichung wur-
den aus vier Parallelen berechnet (Daten im Anhang in Tab. A2).
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3.3 Charakterisierung Subtyp- und Varianten-spezifischer Bereiche im 
P1-Adhäsin
Im Hinblick auf die einzigartige Epidemiologie von M. pneumoniae wurden in dieser Arbeit 
weiterführende Untersuchungen zur Antigenität der zwischen den Subtypen und Varianten 
differierenden Proteinbereiche des P1-Adhäsins durchgeführt. Dazu wurden die rekombinan-
ten Proteine RP3ST1 bzw. RP3ST2 und RP13ST1/2 bzw. RP13V2 näher charakterisiert.
RP3ST1 (140 AS; 14,5 kDa), abgeleitet von dem variablen Bereich innerhalb des repetitiven 
Elementes RepMP4 im Subtyp 1, weist eine Homologie von 65,0% zu dem rekombinanten 
Protein RP3ST2 (148 AS; 15,2 kDa), abgeleitet von Subtyp 2, auf. Die variable Region inner-
halb des RepMP2/3 des P1-Proteins der Variante 2 wurde als RP13V2 (48 AS; 5,4 kDa) ex-
primiert und zeigt eine Homologie von 44,7% zum entsprechenden Bereich in den beiden 
Subtypen (RP13ST1/2; 47 AS; 5,1 kDa). 
Die Antigenität der vier rekombinanten Proteine wurde mittels ELISA mit Subtyp- und Va-
rianten-spezifischen Meerschweinchenseren getestet (Abb. 3.5). Die Seren wurden zuvor 
durch s.c. Immunisierung oder i.n. Stimulierung von Tieren mit dem Gesamtantigen von M. 
pneumoniae M129 (Subtyp 1), FH (Subtyp 2) oder dem Patientenisolat ST (Variante 2) ge-
wonnen. Als Positivkontrolle und Indikator für die Menge an spezifischen Antikörpern wurde 
das stark antigene rekombinante Protein RP14, welches den konservierten Bereich nahe des 
C-Terminus des P1 Proteins abdeckt, mitgeführt. Dieses zeigte wie erwartet eine starke ELI-
SA-Reaktivität mit allen getesteten Seren, wobei die Reaktion mit den Gesamtantigenseren 
nach intranasaler Stimulierung in leicht (anti-M. pneumoniae M129, anti-M. pneumoniae FH) 
bzw. stark erhöhten (anti-M. pneumoniae ST) OD450/620-Werten im Vergleich zu Seren nach 
subkutaner Immunisierung resultierte. Die Menge an Antikörpern gegen die rekombinanten 
Proteine RP3ST1, RP3ST2, RP13ST1/2 und RP13V2 war ebenfalls höher in Meerschweinchense-
ren nach intranasaler Stimulierung. Im Vergleich zur Reaktion mit RP14 (OD450/620 = 3,5±0,1) 
reagierten die vier von den variablen P1-Proteinbereichen abgeleiteten rekombinanten Protei-
ne jedoch mit niedrigeren OD450/620-Werten von maximal 2,2 (RP13
V2 und anti-M. pneumo-
niae DR, i.n.). Die Gesamtantigenseren nach subkutaner Immunisierung zeigten mit 
OD450/620-Werten von ca. 0,1 eine sehr schwache Reaktivität mit allen vier rekombinanten 
Proteinen. Darüber hinaus konnten erhebliche Unterschiede in der Reaktivität der einzelnen 
Subtyp- oder Varianten-spezifischen rekombinanten Proteinen mit den stammspezifischen 
Gesamtantigenseren (i.n.) nachgewiesen werden. Die stärkste Immunreaktion wurde haupt-




































ten Proteine verzeichnet. Das Subtyp 1-spezifische Serum (anti-M. pneumoniae M129) zeigte 
die höchsten OD450/620-Werte mit den Subtyp 1-spezifischen Proteinen RP3
ST1 und RP13ST1/2, 
das Subtyp 2-spezifische Serum (anti-M. pneumoniae FH) mit den Subtyp 2-spezifischen Pro-
teinen RP3ST2 und RP13ST1/2 und das Variante 2-spezifische Serum (anti-M. pneumoniae ST) 
mit den Proteinen RP3ST2 und RP13V2.
Abb. 3.5. ELISA-Reaktion der von den variablen Bereichen des P1-Adhäsins abgeleiteten re-
kombinanten Proteine RP3ST1, RP3ST2, RP13ST1/2 und RP13V2 mit Seren von Meerschweinchen, 
die dreifach s.c. oder i.n. mit dem Gesamtantigen von M. pneumoniae M129 (Subtyp 1), FH 
(Subtyp 2) oder ST (Variante 2) immunisiert wurden. Als Positivkontrolle und Indikator für die 
Menge an spezifischen Antikörpern in den Meerschweinchenseren wurde das stark antigene rekombi-
nante Protein RP14 mitgeführt, welches den konservierten Bereich nahe des C-Terminus des P1 Pro-
teins abdeckt. Die arithmetischen Mittelwerte der OD450/620-Werte mit zugehöriger Standardabwei-
chung wurden aus vier Parallelen berechnet (Daten im Anhang in Tab. A3).
Um die über das Tiermodell ermittelte Antigenität der variablen P1-Proteinregionen zu bestä-
tigen, wurde mittels ELISA die Menge an Antikörpern gegen die zu testenden rekombinanten 
Proteine in sechs M. pneumoniae-IgA/IgM-positiven Patientenseren und drei M. pneumoniae-
negativen Humanseren bestimmt (Abb. 3.6). Fünf der sechs Positivseren zeigten die höchsten 
OD450/620-Werte mit dem vom konservierten C-Terminus des P1-Adhäsins abgeleiteten RP14. 
Jedoch wurden ebenfalls deutliche Immunreaktionen mit bestimmten subtyp- und varianten-
spezifischen rekombinanten Proteinen nachgewiesen. Beispielsweise reagierte Patientense-
rum 1 mit Abstand am stärksten mit dem Subtyp 1-spezifischen Protein RP3ST1 während Se-
rum 5 den höchsten ELISA-Wert mit dem Subtyp 2-spezifischen RP3ST2 aufwies. Im Gegen-
satz dazu wurden für Serum 6 annähernd gleich hohe OD450/620-Werte bei den Reaktionen mit 
































zeichnet, sodass generell anhand der Immunantwort keine Klassifizierung in M. pneumoniae
Subtyp 1-, Subtyp 2- oder Variante 2- Infektion vorgenommen werden kann. 
Die Negativseren wiesen mit OD450/620-Werten von kleiner als 0,3 keine Reaktion mit den 
rekombinanten Proteinen auf.
Abb. 3.6. ELISA-Reaktion der von den variablen Bereichen des P1-Adhäsins abgeleiteten re-
kombinanten Proteine RP3ST1, RP3ST2, RP13ST1/2 und RP13V2 mit Akutphaseseren von Patienten 
mit bestätigter M. pneumoniae-Infektion (IgA-/ IgM-positiv) und M. pneumoniae-negativen Se-
ren. Als Positivkontrolle und Indikator für die Menge an spezifischen Antikörpern wurde das stark 
antigene rekombinante Protein RP14 mitgeführt, welches den konservierten Bereich nahe des C-
Terminus des P1-Proteins abdeckt. Die arithmetischen Mittelwerte der OD450/620-Werte mit zugehöri-
ger Standardabweichung wurden aus vier Parallelen berechnet (Daten im Anhang in Tab. A4).
3.4 Rekombinante Expression der M. pneumoniae-Proteine P90, P01 und 
ADK
Parallel zur Entwicklung von Bindungs- und Adhärenzhemmtests wurden weitere Proteine 
oder Proteinbereiche von M. pneumoniae M129 rekombinant hergestellt. Das adhärenzasso-
ziierte Protein P90 (MPN142) wurde als verkürztes rekombinantes Protein RP90 (AS 748-
1217) hergestellt. Das als oberflächenexponiert beschriebene Protein P01 (MPN474) wurde 
ebenfalls in E. coli exprimiert. Eine mögliche Funktion dieses Proteins bei der Vermittlung 
von Adhärenz oder der Interaktion der Mykoplasmen mit Phagozyten des Wirtes sollte unter-
sucht werden (siehe Kap. 3.8.2.3). Als zytosolisches Protein und damit als Negativkontrolle 


































Alle genannten rekombinanten Proteine wurden mittels Ni2+-Affinitätschromatographie auf-
gereinigt und über SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Blau-Färbung nachgewiesen 
(Abb. 3.7 A). Eine Reaktion der Proteine im Western Blot (Abb. 3.7 B) mit monoklonalen 
anti-His-Tag Antikörpern konnte in jedem Fall detektiert werden. Mit einem polyspezifi-
schem anti-M. pneumoniae-Serum wurden, abhängig von Antigenität und Oberflächenexposi-
tion der exprimierten Proteine bzw. -bereiche auf der Mykoplasmenzelle, ebenfalls Protein-
banden in Höhe der berechneten Molekulargewichte nachgewiesen. Zur Herstellung mono-
spezifischer Antiseren wurde je rekombinantem Protein ein Meerschweinchen dreimal s.c. 
immunisiert. Die gewonnenen Seren reagierten im Immunoblot spezifisch mit dem entspre-
chenden Protein von M. pneumoniae (Abb. 3.7 C).
A B C
Abb. 3.7. Analyse der rekombinanten Proteine RPADK, RP01 und RP90 sowie deren spezifi-
scher Antiseren. A. SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Blau-Färbung der aufgereinigten 
rekombinanten Proteine RPADK (6 kDa; Spur 1), RP01 (118 kDa; Spur 2) und RP90 (51 kDa; Spur 
3). B. Western Blot der rekombinanten Proteine RPADK (Spuren 1, 2), RP01 (Spuren 3, 4) und RP90 
(Spuren 5, 6) mit monoklonalen anti-His-Tag Antikörpern (Spuren 1, 3, 5) und polyklonalem anti-
M. pneumoniae Meerschweinchenserum (Spuren 2, 4, 6). C. Reaktion der monospezifischen Meer-
schweinchenseren gegen die rekombinanten Proteine mit dem Gesamtantigen von M. pneumoniae
M129: anti-RPADK: Spur 1, Reaktion mit dem Protein ADK (24 kDa); anti-RP01: Spur 2, Reaktion 
mit dem Protein P01 (berechnet 118 kDa, laut Hegermann et al. 2008 ∼ 130 kDa im SDS-Gel); anti-
RP90: Spur 4, Reaktion mit dem Protein P90 (90 kDa).
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3.5 Analyse der Oberflächenexposition der adhärenzassoziierten Proteine
Um erste Hinweise auf eine eventuelle Oberflächenexposition der rekombinant exprimierten 
Bereiche der adhärenzassoziierten Proteine von M. pneumoniae zu erhalten, wurde ein schnell 
durchzuführender Assay entwickelt. Intakte sowie mittels Ultraschall lysierte Mykoplasmen 
(Stamm M129) wurden nach Bestimmung der Proteinkonzentration in gleicher Menge in 
ELISA-Platten eingesät. Während einer dreistündigen Inkubation bei 37°C erfolgte die Bela-
dung mit dem Lysat bzw. die Adhärenz der intakten Mykoplasmen an die Oberfläche der 
ELISA-Platte. Getestet wurden die Seren gegen die rekombinanten Proteine RP1-15 (abgelei-
tet vom Protein P1 von Subtyp 1), RP30 (P30), RP65 (P65) und RP90 (P90). Darüber hinaus 
wurde das Serum gegen das rekombinant hergestellte Oberflächenprotein P01 und das poly-
spezifische Serum nach dreifach s.c. Immunisierung mit M. pneumoniae M129 mitgeführt. 
Jedes Serum wurde in gleicher Verdünnung parallel auf den intakten und den lysierten Bakte-
rien inkubiert. Nach Zugabe des Konjugates erfolgte die Entwicklung der ELISA-Reaktion. 
Die erhaltenen Extinktionen wurden jeweils miteinander verglichen und der OD450/620-Wert 
auf Lysat von dem auf intakten Mykoplasmen abgezogen (Abb. 3.8).
Alle 15 Antiseren gegen das Protein P1 zeigten auf dem Mykoplasmenlysat schwache aber 
nachweisbare Reaktionen mit vergleichbaren OD450/620-Werten von etwa 0,3. Im Gegensatz 
dazu wurden auf den intakten Bakterien stark schwankende OD450/620-Werte detektiert. Vor 
allem die Antikörper gegen den P1-Bereich, der als die rekombinanten Proteine RP2-RP7 
exprimiert wurde, reagierten sehr stark mit den intakten Mykoplasmen (OD450/620-Werte von 
0,9 – 2,4). Ebenso hohe Extinktionen wurden mit RP10- und RP14-spezifischen Antikörpern 
erzielt. Es kann vermutet werden, dass diese Bereiche auf der Oberfläche der intakten Mykop-
lasmenzelle liegen und daher eine erhöhte Reaktion dieser Antikörper, im Vergleich zur 
Reaktion mit dem gesamten Proteom im Lysat, bewirken. Dementsprechend sollten sowohl 
der N- als auch der C-Terminus des P1-Adhäsins sowie die Bereiche RP8 und RP11-13ST1/2 
intrazellulär liegen. Die RP30-, RP65- und RP01-spezifischen Seren reagierten sehr stark mit 
dem Lysat. Die Reaktion mit intakten M. pneumoniae resultierte im Vergleich dazu in niedri-
geren OD450/620-Werten, was durch eine partielle Oberflächenexposition der hier getesteten M. 
pneumoniae-Proteinbereiche erklärt werden könnte. Der Proteinbereich von P90, der als RP90 
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Abb. 3.8. ELISA-Reaktion der monospezifischen Seren gegen die rekombinanten Proteine RP1-
15 (abgeleitet vom Protein P1 in M. pneumoniae M129) und die rekombinant exprimierten Be-
reiche der Proteine P30, P65, P90 und P01 mit M. pneumoniae M129-Lysat und intakten My-
koplasmen. Das Präimmunserum eines Meerschweinchens (NS) wurde als Negativkontrolle und das 
polyspezifische Serum eines dreifach s.c. mit M. pneumoniae M129 immunisierten Tieres (PS) als 
Positivkontrolle mitgeführt. Der OD450/620-Wert nach Reaktion jedes Serums mit dem Mykoplasmenly-
sat (OD450/620 Lysat) wurde von dem nach Reaktion mit den inakten Mykoplasmen (OD450/620 intakt) 
abgezogen und die Differenz als dritte schwarze Säule dargestellt. Die arithmetischen Mittelwerte mit 
zugehöriger Standardabweichung stammen aus drei unabhängigen Wiederholungen mit je vier bis fünf 
Parallelen (Daten im Anhang in Tab. A5).
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3.6 Identifizierung adhärenzvermittelnder Proteinregionen
3.6.1 Bindungseigenschaften der rekombinanten Proteine an humane Zellen
Die Charakterisierung der aus den Proteinen P1, P30 und P65 von M. pneumoniae abgeleite-
ten rekombinanten Proteine RP1-15, RP30 sowie RP65 beschränkte sich bisher auf ihre im-
munogenen Eigenschaften. Um erste Hinweise auf eine Adhärenzassoziation dieser Protein-
bereiche zu erhalten, wurde ein ELISA-basierter Assay etabliert. Über diesen Test kann zum 
einen die Bindung der rekombinanten Peptide an humane Zellen und zum anderen die Blo-
ckierung dieser Bindung durch das jeweilige spezifische Antiserum quantitativ bewertet wer-
den.
96-Well-Mikrotiterplatten wurden mit einer Suspension von HeLa-Zellen oder MRC-5 Lun-
genfibroblasten beladen. Die rekombinanten Proteine RP1-RP15, RP30 und RP65 sowie das 
Gesamtantigen von M. pneumoniae M129 wurden in drei verschiedenen Konzentrationen 
(0,5/ 0,1/ 0,025 µg/Well) mit den Zellsuspensionen inkubiert. Zum Nachweis unspezifischer 
Bindungen der rekombinanten Proteine wurden diese parallel dazu auf Mikrotiterplatten ge-
geben, die nur mit Carbonatpuffer oder mit BSA beladen waren. Nach 1½stündiger Inkuba-
tion wurden die nicht gebundenen rekombinanten Proteine von der Platte gewaschen. Die an 
die Zellsuspension bzw. an die Oberfläche der Platte oder an BSA gebundenen Proteine wur-
den über ELISA mit den jeweils spezifischen Antiseren quantifiziert (Abb. 3.9). 
Die vom N-Terminus des P1-Adhäsins abgeleiteten rekombinanten Proteine RP1 und RP2 
sowie das vom C-Terminus stammende Protein RP15 wiesen eine mäßige Bindung sowohl an 
HeLa-Zellen als auch an MCR-5 Lungenfibroblasten auf. Dagegen zeigten die Proteine RP4, 
6, 10, 11 und 12 eine überdurchschnittlich hohe Bindung an beide Zelltypen. Interessanter-
weise konnten für das Protein RP13ST1/2, welches den subtypspezifischen Bereich innerhalb 
des P1-Proteins abdeckt, hohe Bindungseigenschaften nachgewiesen werden. Bei dieser Aus-
wertung sollte jedoch berücksichtigt werden, dass vor allem für die rekombinanten Proteine 




Abb. 3.9. A. Bindung der rekombinanten Proteine RP1-RP15 (abgeleitet vom P1-Adhäsin), 
RP30 (P30), RP65 (P65) und dem Gesamtantigen von M. pneumoniae M129 an HeLa-Zellen 
oder MRC-5 Lungenfibroblasten und B. Nachweis unspezifischer Bindungen der Proteine an die 
mit Carbonatpuffer oder BSA beladene Oberfläche der Mikrotiterplatte (B). Jedes rekombinante 
Protein wurde in drei verschiedenen Konzentrationen (0,5; 0,1; 0,025 µg/Well) auf Bindung an huma-
ne Zellen geprüft. Zur Detektion unspezifischer Wechselwirkungen wurde nur eine Proteinkonzentra-
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Unter Vernächlässigung eventueller unspezifischer Bindungen wurden alle rekombinanten 
Proteine, die ein erhöhtes Bindungsvermögen an beide Zelllinien aufwiesen (RP1, 2, 4, 6, 10-
13ST1/2, 15), im folgenden Versuch mit den jeweils entsprechenden Antiseren vorinkubiert und 
erst danach auf HeLa-Zellen gegeben (Abb. 3.10). Mit Ausnahme der rekombinanten Proteine 
RP1, 2 und 12 konnten die unverdünnten anti-RP-Seren die Bindung der jeweils zugehörigen 
Proteine um 70% (RP11) bis 82% (RP4) im Vergleich zur Vorinkubation mit PBS hemmen. 
Bei Verwendung der 1:10-verdünnten anti-RP-Seren konnte in den Fällen von RP4, RP10, 
RP13ST1/2 und RP15 immer noch eine Hemmung von 45-58% detektiert werden.
Abb. 3.10. Relative Hemmung der Bindung der getesteten rekombinanten Proteine an HeLa-
Zellen durch Vorinkubation der Proteine mit den jeweils spezifischen Antiseren (anti-RP) und 
Seren von Meerschweinchen nach dreifach s.c. Immunisierung (anti-M129, s.c.) oder dreifach 
i.n. Stimulation mit M. pneumoniae M129 (anti-M129, i.n.). Die ermittelten OD450/620-Werte nach 
Vorinkubation der rekombinanten Proteine mit PBS wurden (einer 100%igen Bindung des Proteins 
bzw.) einer 0%igen Hemmung gleichgesetzt. Die Ergebnisse nach Inkubation mit den zu testenden 
Seren wurden dazu ins Verhältnis gesetzt (Daten im Anhang in Tab. A8).
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Darüber hinaus wurden die rekombinanten Proteine mit polyspezifischen Seren von dreifach 
s.c. oder i.n. mit M. pneumoniae M129 stimulierten Meerschweinchen inkubiert, um eventuell 
darin enthaltene adhärenzhemmende Antikörper gegen die rekombinant hergestellten Berei-
che des P1-Adhäsins zu detektieren. Das Hyperimmunserum nach s.c. Immunisierung zeigte 
unverdünnt gegen wenige rekombinante Proteine eine vergleichsweise niedrige bindungs-
hemmende Aktivität von maximal 37% im Fall von RP12. Bei 1:10-Verdünnung dieses Se-
rums konnte keine Hemmung der Bindung der getesteten Proteine nachgewiesen werden. Im 
Gegensatz dazu wurden im anti-M. pneumoniae-Serum des i.n. stimulierten Tieres blockie-
rende Antikörper gegen nahezu alle rekombinanten Proteine (bis auf RP11 und RP13ST1/2) 
detektiert. Am stärksten wurde die Bindung von RP1, RP10 und RP15 gehemmt, wobei bei 
Inkubation mit unverdünntem Serum eine Hemmung von 49% (RP15) bis 60% (RP1) und bei 
1:10-verdünntem Serum eine Hemmung von 34% (RP15) bis 50% (RP1) erreicht wurde.
3.6.2 Etablierung von in vitro Adhärenzhemmtests
3.6.2.1 Quantifizierung über Mykoplasmen-gekoppelte Microbeads
Um einen protektiven Schutz im Tiermodell vorhersagen zu können, sollte ein in vitro Adhä-
renzhemmtest mit humanen Zelllinien als Wirtszellen entwickelt werden. Damit sollte zum 
einen die Menge der adhärenten Mykoplasmen und zum anderen eine Hemmung der Adhä-
renz durch Antikörpern, gerichtet gegen definierte Adhäsinbereiche, quantitativ bewertet wer-
den. Das Hauptproblem bei der Durchführung eines in vitro Adhärenzhemmtests stellte die 
Suche nach einer einfachen und schnellen Methode zur Quantifizierung der adhärenten bzw. 
freien Mykoplasmen dar. Getestet wurde als erstes der Nachweis der M. pneumoniae-DNA 
über qRT-PCR. Dazu wurden HeLa-Zellen bis zur 100%igen Konfluenz in 24-Well-Platten 
angezüchtet und die Mykoplasmen in definierter Menge zugegen. Nach zweistündiger Inku-
bation wurde der Überstand mit den nicht gebundenen Mykoplasmen abgenommen, die adhä-
renten Zellen nochmals vorsichtig gespült und anschließend von der Oberfläche der Zellkul-
turplatte gelöst. Sowohl aus Überstand als auch aus der Zellfraktion wurde die genomische 
DNA isoliert und über die P1-Gen-basierte qRT-PCR die Menge an M. pneumoniae-
Genomkopien bestimmt. Diese Methode erwies sich jedoch bei einem größeren Probenvolu-
men als zu kosten- und zeitintensiv.
Als Alternative wurde die Kopplung der Mykoplasmen an farbige Microbeads mit einem Ab-
sorptionsmaximum von 660 nm erprobt. Mit Hilfe eines Kopplungsreagenzes wurde eine 
Mykoplasmensuspension in definierter Konzentration kovalent an die Beads gebunden. Diese 
wurden wie im vorherigen Versuchsansatz auf eine Zellkulturplatte mit 100%-konfluentem 
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Zellrasen von HeLa-Zellen gegeben. Nach zwei Stunden erfolgte die Quantifizierung der My-
koplasmen-gekoppelten Beads im abgenommenen Überstand und auf dem Zellrasen mittels 
Absorptionsmessung bei 660 nm. 
3.6.2.1.1 Testung von P1-Adhäsin-defizienten Mutanten und deren Antiseren auf ihre 
Adhärenz bzw. Adhärenzhemmung
Dieser Test wurde als Erstes genutzt, um die Funktion des P1-Proteins als Hauptadhäsin expe-
rimentell zu bestätigen. Dazu wurde jeweils eine Suspension des M. pneumoniae-
Wildtypstamms M129 sowie der adhärenznegativen M. pneumoniae-Mutanten B170 (∆P40, 
∆P90) und IV22a (∆P1, ∆P40, ∆P90) an Beads gekoppelt und ihre Adhärenz an HeLa-Zellen 
geprüft (Abb. 3.11 A). Die Kopplung mit den beiden Mutanten resultierte in einer geringen 
Adhärenz der Beads von nur 15,4 % (B170) bzw. 13,6% (IV22a) im Vergleich zur Bindung 
der mit dem Wildtyp M129 beladenen Partikel. Eine unspezifische Bindung der Beads an 
HeLa-Zellen oder die Oberfläche der Zellkulturplatte kann somit ausgeschlossen werden. 
Gleichzeitig wurde gezeigt, dass die Bindung der Beads auf einer spezifischen Interaktion des 
funktionierenden Attachment-Organells im Wildtypstamm beruht. Schon bei Fehlen der Pro-
teine P40 und P90 in der Mutante B170 ist durch wahrscheinlich veränderte Organisation des 
Attachment-Organells und fehlender Stabilisierung des P1-Adhäsins eine Adhärenz der ent-
sprechend beladenen Beads nicht mehr nachweisbar. Der entwickelte Assay ermöglichte 
demnach, das Adhärenzverhalten der getesteten Mykoplasmenstämme trotz kovalenter Kopp-
lung an Microbeads in vitro darzustellen.
Weiterhin wurde getestet, ob Antikörper gegen das vollständige Gesamtantigen von M. pneu-
moniae die Adhärenz von M129-gekoppelten Beads verhindern und ob durch das alleinige 
Fehlen von anti-P1-Antikörpern in dem polyspezifischen Serum eine Adhärenz dieser Micro-
beads ermöglicht wird. Nach dreimaliger s.c. Immunisierung von jeweils einem Meerschein-
chen mit dem Gesamtantigen von M. pneumoniae M129 sowie den Mutanten B170 und 
IV22a wurden die Seren gewonnen und mittels ELISA mit dem entsprechenden Gesamtanti-
gen standardisiert. Die mit dem Wildtyp beladenen Beads wurden mit allen drei Seren in ver-
schiedenen Verdünnungen vorinkubiert und anschließend auf ihre Bindung an HeLa-Zellen 
geprüft (Abb. 3.11 B). Der Quotient der OD660-Werte von Zellfraktion und Überstand nach 


















































































Abb. 3.11 A. Bindung von Mykoplasmen-gekoppelten Microbeads an HeLa-Zellen. Es wurde der 
Wildtypstamm M. pneumoniae M129 sowie die Mutanten B170 (∆P40, ∆P90) und IV22a (∆P1, ∆P40, 
∆P90) getestet. Der Quotient der OD660-Werte von Zellfraktion und Überstand nach Inkubation mit 
den M129-gekoppelten Beads wurde 100% gesetzt. B. Bindung von M. pneumoniae M129-
gekoppelten Beads an HeLa-Zellen nach Vorinkubation mit einer Verdünnungsreihe von Seren nach 
dreimaliger s.c. Immunisierung von Meerschweinchen mit M. pneumoniae M129 oder den Mutanten 
B170 bzw. IV22a. Der Quotient der OD660-Werte von Zellfraktion und Überstand nach Vorinkubation 
der Beads mit PBS wurde auf 100% Adhärenz (---) gesetzt (Daten im Anhang in Tab. A9 und A10).
Die Vorinkubation mit dem 1:20-verdünnten Wildtypserum führte zu einer starken Hemmung 
der Adhärenz um 79%. Das Fehlen von Antikörpern gegen die Proteine P40 und P90 im Anti-
serum gegen die Mutante B170 wirkte sich bei 1:20-Verdünnung des polyspezifischen Se-
rums nur gering auf die Hemmung der Beadbindung aus (Hemmung um 69%). Das Serum 
gegen die P1-, P40- und P90-defiziente Mutanten IV22a konnte hingegen bei 1:20-
Verdünnung die Adhärenz der Beads an HeLa-Zellen nur um 33% reduzieren. Mit einer 
1:100-Serumverdünnung bei Vorbehandlung der M129-gekoppelten Beads wurde nur noch 
mit den anti-M129- und anti-B170-Seren eine Adhärenzhemmung erzielt, die bei 39% bzw. 
25% lag. Die Beads, die mit dem 1:100-verdünnten Serum gegen die P1-negative Mutante 
IV22a vorinkubiert wurden, konnten vollständig binden. 
Nachdem somit bestätigt wurde, dass für eine effektive Hemmung der Mykoplasmenadhärenz 
das Vorhandensein von Antikörpern, gerichtet gegen das P1-Adhäsin, notwendig ist, sollten 
die monospezifischen Antiseren gegen die von P1 abgeleiteten rekombinanten Proteine RP1-
RP15 auf ihre adhärenzhemmende Wirkung getestet werden. Die Durchführung des Adhä-
renzhemmtestes bei einem großen Probenvolumen erwies sich jedoch als schwierig. Die Rep-
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roduzierbarkeit schwankte zwischen den einzelnen Versuchsdurchführungen, da ein Abneh-
men des Überstandes häufig mit einem teilweisen Ablösen des Zellrasens einherging. Deshalb 
wurde parallel an der Etablierung eines neuen Assays gearbeitet, bei dem die Quantifizierung 
der an die Wirtszelle adhärierenden Mykoplasmen über Durchflusszytometrie erfolgten sollte.
3.6.2.2 Quantifizierung von fluoreszenzmarkierten Mykoplasmen über Durchflusszy-
tometrie
3.6.2.2.1 Optimierung
Durch die Austestung einer neuen Strategie, basierend auf einer durchflusszytometrischen 
Quantifizierung der Adhärenz von fluoreszenzmarkierten Mykoplasmen, wurde ein einfach 
durchzuführender, sehr robuster und schneller Assay entwickelt.
Eine frisch angezüchtete M. pneumoniae M129-Kultur wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
FITC markiert und mit humanen Zellen inkubiert, welche zuvor von der Oberfläche der Zell-
kulturplatte gelöst wurden. Mittels Durchflusszytometrie wurde anschließend die mittlere 
Fluoreszenzintensität der humanen Zellen, als Maß für die Menge an adhärierenden Myko-
plasmen bestimmt. Als humane Wirtszellen wurden HeLa-Zellen, MRC-5 Lungenfibroblasten 
und primäre bronchiale Epithelzellen (HBEpC) getestet. Nach Optimierung der Versuchsbe-
dingungen sollte eine maximale Fluoreszenzintensität der humanen Zellen bei Zugabe des 
Nullserums (= maximale Mykoplasmenadhärenz) und gleichzeitig minimaler Fluoreszenzin-
tensität der Zellen nach Vorinkubation der Mykoplasmen mit polyspezifischen anti-M. pneu-
moniae-Serum (= maximale Hemmung der Mykoplasmenadhärenz) gemessen werden. Auf-
grund der unterschiedlichen Größe der eingesetzten Zelltypen wurde für jede Zelllinie das 
optimale Mengenverhältnis von humanen Zellen und Mykoplasmen durch Testung verschie-
dener Konzentrationen eingestellt (Abb. 3.12 A). Durch Abstoppen der Zell-Mykoplasmen-
Interaktion nach 0, ½, 1, 2 und 4 Stunden wurde für jede Zelllinie ein „Adhärenzkurve“ er-
stellt (Abb. 3.12 B). Schon nach 30 Minuten konnte eine deutliche Bindung der Mykoplasmen 
an alle drei Zelltypen detektiert werden. Nach einer Stunde war die maximale Adhärenz an 
HeLa-Zellen erreicht. Auch bei der Bindung der Mykoplasmen an MRC-5 Lungenfibro-
blasten wurde nach einer Stunde nur noch ein geringer Anstieg um 21% verzeichnet. Die My-
koplasmenadhärenz an HBEp-Zellen lag nach ein bis zwei Stunden vergleichsweise niedrig 
bei 63% bzw. 69% der nach vier Stunden gemessenen Adhärenz. Zur Standardisierung des 
Tests und Beschränkung der Versuchsdauer wurde die Interaktionszeit für alle drei Zelllinien 




























































Abb. 3.12. Optimierung des Versuchsablaufs des Durchflusszytometrie-basierten Adhärenz-
hemmtests. A. Zusammenfassung der optimalen Mengenverhältnisse von humanen Zellen und M. 
pneumoniae M129 für jede Zelllinie. B. Relative Fluoreszenzintensität der humanen Zellen nach 0, ½,
1, 2 und 4 Stunden Inkubation mit FITC-markierten Mykoplasmen, die zuvor mit Präimmunserum 
eines Meerschweinchens behandelt wurden. Der gemessene Wert nach vierstündiger Inkubation wurde 
100% gesetzt (Daten im Anhang in Tab. A11).
3.6.2.2.2 Bestimmung der Nachweisgrenze
Am Beispiel der bronchialen Epithelzellen sollte die Nachweisgrenze der durchflusszytome-
trischen Analyse bestimmt werden. Dazu wurde eine 1:2-Verdünnungsreihe der FITC-
markierten M. pneumoniae M129-Suspension (OD660 = 0,44) hergestellt, angefangen bei einer 
1:5-Verdünnung wie unter standardisierten Bedingungen. Nach Vorinkubation der Myko-
plasmen mit Präimmunserum wurde jede Probe aufgeteilt. Ein Aliquot wurde mit 8,0×104
HBEp-Zellen eine Stunde gemischt und anschließend im Durchflusszytometer analysiert. Das 
andere Aliquot wurde für die Kultivierung der Mykoplasmen auf PPLO-Agar und Bestim-
mung der CFU pro Probe eingesetzt, um anschließend die statistische Menge an Bakterien pro 
Zelle zu berechnen. Die Ergebnisse aus drei unabhängigen Wiederholungen sind in Abb. 3.13 
zusammengefasst.
Die mittlere Fluoreszenzintensität der humanen Zellen und somit die Menge an adhärenten 
Mykoplasmen pro Zelle nahm proportional mit steigender Verdünnung der M. pneumoniae-
Suspension ab. Es wurde nachgewiesen, dass die unter Standardbedingungen (1:5-verdünnte 
Mykoplasmensuspension) detektierte Fluoreszenz (= 100%) einem Verhältnis von 171 (± 31) 
Bakterien/ Zelle entspricht. Ein Verhältnis von 86 (± 20) Bakterien/ Zelle (1:10-Verdünnung) 
führte zu einer Fluoreszenzintensität von ca. 40%. Bei Verdünnung der Mykoplasmensuspen-









a nach Einstellung der Mykoplasmensuspensi-
on auf eine OD660 = 0,44
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werden. Die Interaktion von M. pneumoniae mit bronchialen Epithelzellen kann somit ab 
einem Verhältnis von 7 oder weniger Bakterien pro Zelle nur schwer über Durchflusszytome-
trie nachgewiesen werden.
Abb. 3.13. Bestimmung der Nachweisgrenze des Durchflusszytometrie-basierten in vitro Adhä-
renzhemmtests mit HBEpC. Eine 1:2-Verdünnungsreihe einer FITC-markierten Mykoplasmen-
suspension wurde nach Vorinkubation mit Präimmunserum mit den humanen Zellen inkubiert. Nach 
einer Stunde wurde die mittlere Fluoreszenzintensität der Zellen mittels Durchflusszytometrie gemes-
sen. Der Wert, der unter Standardbedingungen (1:5) erreicht wurde, wurde auf 100% gesetzt. Nach 
Bestimmung der CFU von M. pneumoniae in jeder Verdünnung wurde die statistische Menge an My-
koplasmen pro Zelle berechnet. Dargestellt sind die relativen arithmetischen Mittelwerte mit zugehö-
rigen Standardabweichungen von drei unabhängigen Wiederholungen (Daten im Anhang in Tab. 
A12).
3.6.2.2.3 Testung der monospezifischen Seren gegen die rekombinanten Proteine auf ihre 
Adhärenzhemmung
Nach abgeschlossener Optimierung des Durchflusszytometrie-basierten Adhärenzhemmtests 
sollten die monospezifischen Seren gegen die rekombinant hergestellten adhärenzassoziierten 
Proteine P1 (RP1-15, Subtyp 1-spezifisch), P30 (RP30), P65 (RP65) und P90 (RP90) von M. 
pneumoniae M129 auf ihre adhärenzhemmende Wirkung getestet werden. Weiterhin wurden 
Antikörper gegen das auf der gesamten Mykoplasmenoberfläche vorhandene Protein P01, 
dessen Funktion bisher unbekannt ist, geprüft. Als Negativkontrolle diente das Präimmunse-
rum eines Meerschweinchens. Um eventuelle unspezifische Bindungen der Antiseren gegen 
die His-Tag-Proteine zu detektieren, wurde das Antiserum gegen das rekombinant exprimierte 














































































Vor der Analyse im Adhärenzhemmtest wurde die Menge an spezifischen Antikörpern in den 
zu testenden anti-RP-Seren über ELISA mit ultraschalllysierten M. pneumoniae M129 be-
stimmt und miteinander verglichen (Abb. 3.14, siehe auch Kap. 3.5). 
Abb. 3.14. ELISA-Reaktion der Antiseren gegen die rekombinanten Proteine RP1-15 (abgeleitet 
vom Protein P1 in M. pneumoniae M129) und die rekombinant exprimierten Bereiche der Pro-
teine P30, P65, P90, P01 und ADK mit ultraschallbehandeltem M. pneumoniae M129-
Gesamtantigen. Das Präimmunserum eines Meerschweinchens (NS) wurde als Negativkontrolle mit-
geführt. Die Ergebnisse sind dargestellt als arithmetischer Mittelwert mit zugehöriger Standardabwei-
chung aus drei unabhängigen Wiederholungen mit je vier bis fünf Parallelen (Daten im Anhang in 
Tab. A5). 
Alle 15 Antiseren gegen die P1-Proteinregionen zeigten schwache, aber nachweisbare Reak-
tionen mit vergleichbaren OD450/620-Werten von etwa 0,3. Auch anti-RP90 und anti-RPADK 
wiesen ähnlich niedrige Antikörpermengen auf. Im Gegensatz dazu wurden nach Reaktion 
des Mykoplasmenlysats mit den Antiseren gegen RP30, RP65 und RP01 deutlich höhere Ex-
tinktionen von 1,7 bis 3,0 detektiert, was auf die Größe des zur Immunisierung genutzten re-
kombinanten Proteins und/oder auf unterschiedliche Konzentrationen der immobilisierten 
Mykoplasmenproteine im Lysat zurückzuführen sein könnte.
Das Screening der RP-spezifischen Antiseren im Adhärenzhemmtest wurde bei einer 1:10-
Serumverdünnung mit allen drei Zelllinien (HBEpC, MRC-5, HeLa) durchgeführt. Als Posi-
tivkontrolle diente das polyspezifische Serum eines Meerschweinchens nach dreimaliger s.c. 
Immunisierung mit M. pneumoniae M129. Die Fluoreszenzintensität der humanen Zellen, die 
nach Vorinkubation von M. pneumoniae M129 mit dem anti-RPADK-Serum (Negativkontrol-
le) erreicht werden konnte, wurde einer 100%igen Adhärenz der Mykoplasmen gleichgesetzt. 
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Die ermittelten Werte nach Inkubation mit den zu testenden Seren wurden darauf bezogen 
und die Signifikanz einer eventuell adhärenzhemmenden Wirkung berechnet. Die Ergebnisse 
aus mindestens drei unabhängigen Wiederholungen sind in Abb. 3.15 zusammengefasst.
Abb. 3.15. Adhärenz von M. pneumoniae M129 an HBEpC, MRC-5 und HeLa-Zellen nach Vor-
inkubation der Mykoplasmen mit den monospezifischen Seren (1:10) gegen die rekombinanten 
Proteine RP1-15 (abgeleitet vom P1-Protein in M. pneumoniae M129) und die rekombinant ex-
primierten Proteine P30, P65, P90 und P01. Das Präimmunserum eines Meerschweinchens (NS) 
und das Serum gegen das rekombinante Protein RPADK wurden als Negativkontrollen mitgeführt. 
Das Hyperimmunserum eines dreifach s.c. mit M. pneumoniae M129 immunisierten Tieres (PS) diente 
als Positivkontrolle. Der Test wurde mit je zwei bis drei Parallelen mindestens dreimal wiederholt. 
Dargestellt sind die relativen arithmetischen Mittelwerte mit zugehörigen Standardabweichungen be-
zogen auf die Kontrolle anti-RPADK (100%, ---). Signifikante Reduktion der Mykoplasmenadhärenz 
im Vergleich zu anti-RPADK: * p p aten im Anhang in Tab. A13).
Im Vergleich zur Vorinkubation der Mykoplasmen mit Präimmunserum führte die 
Behandlung mit anti-RPADK-Serum zu einer Reduktion der Mykoplasmenbindung an HeLa 
und HBEpC um 10% und an MRC-5 Lungenfibroblasten um 30%. Wie erwartet, konnte das 
polyspezifische Antiserum gegen M. pneumoniae M129 die Adhärenz an alle drei Zelltypen 
signifikant reduzieren. Bezogen auf anti-RPADK (100% Adhärenz) waren nur noch 4% 
(HBEpC) bis 13% (HeLa) adhärierende Mykoplasmen nachweisbar (p < 0,001).
Die Analyse der monospezifischen Seren gegen die vom P1-Protein abgeleiteten 
rekombinanten Proteine RP1-13ST1/2 und RP15 zeigte keine signifikante Reduktion der 
Mykoplasmenbindung an die bronchialen Epithelzellen. Die relative Adhärenz in Gegenwart 
dieser Seren schwankte nur leicht zwischen 94% (anti-RP11) und 110% (anti-RP12). Im 
Gegensatz dazu konnten Antikörper gegen RP14, abgeleitet von einem Bereich nahe des C-
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Terminus von P1, die Bindung von M. pneumoniae an HBEpC signifikant hemmen (p = 
0,0001). Eine Adhärenzrate von nur 5% wurde nachgewiesen, was mit dem Effekt des 
polyspezifischen anti-M. pneumoniae-Serums vergleichbar war. Darüber hinaus wurde nach 
Vorinkubation der Mykoplasmen mit RP30-spezifischen Antikörpern eine signifikante 
Reduktion der Adhärenz an HBEpC um 28% detektiert. Die Seren gegen RP65, RP90 und 
RP01 zeigten demgegenüber keinen Einfluss auf die Mykoplasmenbindung.
Die Analyse der RP-spezifischen Antiseren mit der Zelllinie MRC-5 führte zu ähnlichen Er-
gebnissen. Im Vergleich zum unspezifischen Effekt der Antikörper gegen RPADK resultierte 
die Vorinkubation der Mykoplasmen mit allen P1-spezifischen Seren (außer anti-RP14) in 
keiner oder einer nur sehr schwachen Reduktion der Adhärenz um bis zu 5% im Fall von anti-
RP5. Die Antiseren gegen RP65, RP90 und RP01 wiesen ebenfalls keine adhärenzhemmende 
Aktivität auf. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen aus dem Screening mit den bronchia-
len Epithelzellen konnte auch hier in Gegenwart des RP14-spezifischen Serums eine signifi-
kante Hemmung der Mykoplasmenbindung erreicht werden (p = 0,015), die aber nur bei 58% 
lag. RP30-spezifische Antikörper reduzierten die Adhärenz an MRC-5 Lungenfibroblasten 
um 39% (p = 0,143). Interessanterweise führte die Inkubation der Mykoplasmen mit einem 
Serum gegen eine weitere P1-Proteinregion (exprimiert als RP10) zu einer deutlichen, aber 
nicht signifikanten Reduktion der Adhärenz an MRC-5-Zellen (24% Hemmung; p = 0,183).
Die Wiederholung des Adhärenzhemmtests mit HeLa-Zellen bestätigte größtenteils die Er-
gebnisse aus den Versuchen mit den anderen beiden Zelltypen. Die Antiseren gegen RP14 
und RP30 zeigten als einzige aller getesteten Seren einen adhärenzhemmenden Effekt. Die 
Reduktion der Mykoplasmenbindung lag jedoch mit Werten um 25% (anti-RP14) bzw. 32% 
vergleichsweise niedrig.
Trotz vergleichbar hoher ELISA-Reaktivitäten der einzelnen Seren gegen die aus verschiede-
nen Bereichen des P1-Proteins abgeleiteten rekombinanten Proteine mit M. pneumoniae-Lysat 
(siehe Abb. 3.14) könnte vermutet werden, dass eine ausbleibende Reduktion der Mykoplas-
menbindung auf niedrigere Konzentrationen an adhärenzhemmenden Antikörpern im jeweili-
gen Serum zurückzuführen ist. Um falsch-negative Ergebnisse auszuschließen, wurden drei 
zufällig gewählte Seren gegen rekombinante Proteine, abgeleitetet vom P1-Adhäsin, und das 
anti-RP30-Serum in den Verdünnungen 1:5, 1:10 und 1:20 getestet (Abb. 3.16). Das Präim-
munserum eines Meerschweinchens wurde als Kontrolle mitgeführt (= 100% Adhärenz). Die 
Seren gegen RP2, RP4 und RP10 zeigten auch bei einer 1:5-Verdünnung keinen Einfluss auf 
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Vorinkubation der Bakterien mit dem RP30-spezifischen Serum eine konzentrationsabhängi-
ge Reduktion der Mykoplasmenadhärenz nachgewiesen werden von 25% relativer Adhärenz 
mit 1:5-verdünntem Serum bis hin zu einer Adhärenz von 110% mit 1:20-verdünntem Serum.
Abb. 3.16. Adhärenz von M. pneumoniae
M129 an HBEpC nach Vorinkubation der 
Mykoplasmen mit den monospezifischen 
Seren gegen die rekombinanten Proteine 
RP2, RP4, RP10 und RP30. Der Test wurde 
mit je zwei bis drei Parallelen mindestens 
zweimal wiederholt. Dargestellt sind die rela-
tiven arithmetischen Mittelwerte mit zugehö-
rigen Standardabweichungen bezogen auf den 
Effekt des Präimmunserums  in der jeweili-
gen Verdünnung (100%, ---; Daten im An-
hang in Tab. A14).
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3.7 Kombination von Adhäsinbereichen in Hybridproteinen
3.7.1 Hybridprotein HP4/6/11/15
3.7.1.1 Expression und Proteinanalyse
Aus den Bindungs- und Hemmassays (Kap. 3.6.1) gingen die rekombinanten Proteine RP4, 
RP6, RP11 und RP15 als die P1-Adhäsinregionen mit einem überdurchschnittlich hohen Bin-
dungsvermögen an humane Zellen hervor. Darüber hinaus konnte diese Bindung durch das 
jeweils monospezifische Antiserum nachweislich reduziert werden. Die vier Regionen wur-
den daher in einem Hybridprotein kombiniert.
Die elektrophoretische Auftrennung und anschließende Coomassie-Blau-Färbung des aufge-
reinigten His-Tag-Hybridproteins HP4/6/11/15 (Abb. 3.17 A) zeigte eine Bande, die mit dem 
errechneten Molekulargewicht von 39,8 kDa übereinstimmte. Darüber hinaus wurde eine 
Bande bei ca. 28 kDa detektiert. Trotz aufwendiger Waschschritte konnte dieses unspezifische 
Nebenprodukt zwar reduziert, aber nicht vollständig entfernt werden. Im Western Blot rea-
gierte das Hybridprotein HP4/6/11/15 sowohl mit monoklonalen anti-His-Tag Antikörpern als 
auch mit polyklonalem anti-M. pneumoniae Meerschweinchenserum. Zur Herstellung eines 
spezifischen Antiserums wurde ein Meerschweinchen dreimal s.c. mit dem Hybridprotein 
immunisiert. Das gewonnene Serum reagierte im Immunoblot mit dem Gesamtantigen von M. 
pneumoniae M129 wie erwartet mit dem P1-Adhäsin (169 kDa), wobei eine zusätzliche Ban-
de bei 70-80 kDa registriert wurde (Abb. 3.17 B).
Abb. 3.17. Analyse des Hybridproteins HP4/6/11/15 und 
des spezifischen Antiserums. A. SDS-PAGE des aufgerei-
nigten Hybridproteins (39,8 kDa; Spur 1) mit anschließen-
der Coomassie-Blau-Färbung. B. Reaktion von 
M. pneumoniae M129-Gesamtantigen mit polyklonalen 
Meerschweinchenseren gegen die rekombinanten Proteine  










































Basierend auf der Testung der vom P1-Adhäsin abgeleiteten rekombinanten Proteine auf ihre 
Reaktivität mit Seren experimentell mit M. pneumoniae infizierter Meerschweinchen (siehe 
Kap. 3.2) ist von einer sehr geringen Antigentität der Peptide RP4, RP6, RP11 und RP15 aus-
zugehen. Mittels ELISA sollte nun die Immunogenität des neu konstruierten Hybridproteins 
HP4/6/11/15 bewertet werden (Abb. 3.18). Dazu wurde die Reaktivität des anti-HP4/6/11/15-
Serums mit dem Gesamtantigen von M. pneumoniae ermittelt und mit denen der Seren gegen 
die Einzelpeptide verglichen. Durch Kombination der vier P1-Bereiche konnte die Immuno-
genität leicht gesteigert werden, jedoch lag der OD450/620-Wert nach Inkubation des anti-
HP4/6/11/15-Serums um 76% niedriger als der mittlere OD450/620-Wert nach Zugabe des po-
lyspezifischen anti-M. pneumoniae-Serums.
Abb. 3.18. Ergebnisse des ELISA-Tests mit dem Gesamtantigen von M. pneumoniae M129 und 
den Seren (s.c.) gegen die Einzelpeptide RP4, RP6, RP11, RP15, gegen das Hybridprotein 
HP4/6/11/15 und dem Serum eines dreifach s.c. mit M. pneumoniae M129 immunisierten Meer-
schweinchens. Die Ergebnisse sind dargestellt als arithmetischer Mittelwert mit zugehöriger Stan-
dardabweichung aus mindestens vier Parallelen (Daten im Anhang in Tab. A15).
3.7.1.3 Testung des anti-HP4/6/11/15-Serums im in vitro Adhärenzhemmtest
Die Antiseren gegen die einzelnen rekombinanten Proteine RP4, RP6, RP11 und RP15 führ-
ten im in vitro Adhärenzhemmtest zu keiner signifikanten Reduktion der Mykoplasmenadhä-
renz (Kap. 3.6.2.2.3). Daher sollte, im Hinblick auf einen späteren Einsatz des Hybridproteins 
zur Immunisierung von Versuchstieren, vorab die adhärenzhemmende Aktivität des Antise-
rums gegen das Hybridprotein in vitro geprüft werden. Im FACS-basierten Fluoreszenzadhä-
renzhemmtest zeigte das anti-HP4/6/11/15-Serum in einer 1:10-Verdünnung keinen Einfluss
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auf die Mykoplasmenbindung an die drei getesteten Zelllinien. Bezogen auf das Negativkont-
rollserum anti-RPADK (= 100% Adhärenz) waren 112,4 ± 18,1% (HBEpC), 105,1 ± 9,3% 
(MRC-5) bzw. 97,2 ± 7,0% (HeLa) adhärierende Mykoplasmen nachweisbar. Aufgrund die-
ser Ergebnisse wurde auf eine Testung des Hybridproteins HP4/6/11/15 im Tiermodell ver-
zichtet und sich im Folgenden auf die Herstellung und Analyse der Hybridproteine HP14/30 
und HP30/14 konzentriert.
3.7.2 Hybridproteine HP14/30 und HP30/14
3.7.2.1 Expression und Proteinanalyse
Die rekombinanten Proteine RP14 (AS 1287-1518 des P1-Proteins), welches den C-
terminalen Bereich des P1-Proteins abdeckt, und RP30 (AS 17-274 des Proteins P30) gingen 
bei der Testung mit Seren experimentell infizierter Tiere und Seren von Patienten mit bestä-
tigter M. pneumoniae-Infektion als hoch immunogene Regionen hervor (Kap. 3.2). Darüber 
hinaus konnte die Mykoplasmenadhärenz an alle drei getesteten Zelllinien in Gegenwart der 
monospezifischen Seren gegen diese Adhäsinbereiche signifikant gehemmt werden (Kap. 
3.6.2.2.3). Basierend auf diesen Resultaten wurden beide Proteinregionen kombiniert und als 
Hybridproteine HP14/30 und HP30/14 exprimiert. Die elektrophoretische Auftrennung und 
anschließende Coomassie-Blau-Färbung der aufgereinigten His-Tag-Proteine zeigte jeweils 
eine Bande, die mit dem errechneten Molekulargewicht von 57,3 kDa übereinstimmte. Im 
Western Blot reagierten beide Hybridproteine sowohl mit monoklonalen anti-His-Tag Anti-
körpern als auch mit polyklonalem anti-M. pneumoniae Meerschweinchenserum. Die durch 
dreifach s.c. Immunisierung von Meerschweinchen gewonnenen Seren gegen die Hybridpro-
teine zeigten im Immunoblot mit dem Gesamtantigen von M. pneumoniae die zu erwartenden 
Reaktionen mit dem P1- und P30-Protein. Als Beispiel sind die Ergebnisse bezüglich des 
Hybridproteins HP14/30 dargestellt (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19. Analyse des Hybridproteins 
HP14/30 und dessen spezifischen Antiserums. 
A. SDS-PAGE des aufgereinigten Hybridproteins 
(57,3 kDa; Spur 1) mit anschließender Coo-
massie-Blau-Färbung. B. Reaktion des Hybridpro-
teins mit monoklonalen anti-His-Tag Antikörpern 
(Spur 1) und polyklonalem anti-M. pneumoniae
Meerschweinchenserum (Spur 2) im Immunoblot.
C. Reaktion von M. pneumoniae M129-Gesamt-
antigen mit polyklonalen Meerschweinchenseren 
gegen die rekombinanten Proteine HP14/30 (Spur 
1), RP14 (Spur 2) und RP30 (Spur 3).
3.7.2.2 Antigenität
Zur Testung der Antigenität von HP14/30 und HP30/14 wurden diese als Antigene in den 
folgenden ELISA-Tests eingesetzt. Parallel wurden die Einzelproteine RP14 und RP30 sowie 
das Gesamtantigen von M. pneumoniae M129 getestet. Die Inkubation der Antigene mit Se-
ren von Patienten mit nachgewiesener M. pneumoniae-Infektion und Seren von Meerschwein-
chen, welche dreimalig subkutan immunisiert bzw. intranasal mit M. pneumoniae M129 infi-
ziert wurden, konnte die Antigenität der Hybridproteine bestätigen (Abb. 3.20). Die Patien-
tenseren zeigten im Vergleich zu den einzelnen rekombinanten Proteinen RP14 und RP30 
eine signifikant höhere Reaktivität mit HP14/30 bzw. HP30/14 (p = 0,002 bzw. 0,001). Beide 
Hybridproteine reagierten mit den Patientenseren im Durchschnitt mit ähnlich hohen 
OD450/620-Werten wie das Gesamtantigen von M. pneumoniae, wobei vier von zehn Seren eine 
höhere Reaktivität mit den Hybriden zeigten. Auch die Testung der Antigene mit den Hyper-
immunseren der Meerschweinchen resultierte in höheren Reaktivitäten der Hybridproteine im 
Vergleich zu den Einzelproteinen. Darüber hinaus zeigte das Serum des intranasal mit M. 
pneumoniae stimulierten Tieres höhere OD450/620-Werte mit HP14/30 und HP30/14 als mit 
dem Gesamtantigen von M. pneumoniae. Zwischen den beiden Hybridproteinen konnten so-
wohl mit den Patienten- als auch mit den Meerschweinchenseren nur geringe Unterschiede 



























































































































RP14 RP30 HP14/30 HP30/14
Antigen
anti-M. pneumoniae M129 (s.c.)
anti-M. pneumoniae M129 (i.n.)
A B
Abb. 3.20. ELISA-Reaktion der rekombinanten Proteine RP14 und RP30, der Hybridproteine 
HP14/30 und HP30/14 und des Gesamtantigens von M. pneumoniae M129 mit A. Seren von Pa-
tienten mit nachgewiesener M. pneumoniae-Infektion (n=10) und B. Seren von Meerschweinchen 
(MS) nach dreimaliger s.c. Immunisierung bzw. i.n. Infektion mit M. pneumoniae M129. Die 
OD450/620 nm-Werte nach Inkubation der Seren mit dem Gesamtantigen wurden auf 100% gesetzt (---). 
Es sind der Mittelwert ( ) und der Median (   ) der Immunreaktionen der Patientenseren pro Antigen 
angegeben. Die Berechnung einer signifikanten Erhöhung der Immunreaktion der getesteten Seren mit 
den Hybridproteinen HP14/30 oder HP30/14 in Bezug auf die Einzelpeptide RP14 und RP30 erfolgte 
mit dem exakten U-Test (** p ≤ 0,005; Daten im Anhang in Tab. A16 und A17).
3.7.2.3 Analyse der Oberflächenexposition der als RP14- und RP30 exprimierten 
Adhäsinbereiche
Die Ergebnisse aus dem ELISA-Test der RP-spezifischen Seren mit intakten und lysierten 
Mykoplasmen wiesen auf eine vollständige Oberflächenexposition der nahe des C-Terminus 
gelegenen Region des P1-Adhäsins (RP14) und auf eine vermutlich teilweise Oberflächenex-
position des rekombinant exprimierten Proteins P30 hin (Kap. 3.5). Um diese Beobachtungen 
zu bestätigen, wurden frisch geerntete M. pneumoniae-Zellen mit aufsteigenden Trypsinkon-
zentrationen inkubiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend ein eventueller Ver-
dau der Proteine P1 und P30 im Immunoblot mit einem HP14/P30-spezifischen Serum ge-
prüft (Abb. 3.21 A). Um falsch-positive Ergebnisse durch Zerstörung der Zellen während der 
Trypsinbehandlung und einem damit einhergehenden Abbau intrazellulärer M. pneumoniae-


































nachgewiesen (Abb. 3.21 B). Um die Proteasesensitivität der Proteine P1, P30 und EF-G zu 
bestätigen, erfolgte parallel zur Trypsinbehandlung intakter Mykoplasmen der Verdau von 
NP40-lysierten Bakterien.
Abb. 3.21. Analyse der Oberflächenexposition des als RP14 exprimierten P1-Proteinbereichs 
und des Proteins P30 von M. pneumoniae M129. Intakte sowie NP40-lysierte Mykoplasmen wurden 
mit aufsteigenden Trypsinkonzentrationen (0-100 µg) behandelt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und 
im Immunoblot mit A. HP14/30- und B. EF-G-spezifischen Antikörpern inkubiert.
Die Behandlung der intakten Mykoplasmen mit nur 2,5 µg Trypsin führte bereits zu einem 
partiellen Verdau von ca. 50% des Adhäsins P1. RP14-spezifische Antikörper reagierten nicht 
nur mit dem gesamten P1-Protein (169 kDa), sondern auch mit einem Abbauprodukt mit einer 
Größe von ~ 80 kDa. Nach Inkubation der Zellen mit 100 µg Protease waren weder P1 noch 
ein Abbauprodukt mit RP14-Antikörpern nachweisbar. Da die Trypsinbehandlung keine Wir-
kung auf das intrazelluläre Protein EF-G zeigte, kann davon ausgegangen werden, dass der als 
RP14 exprimierte Bereich des P1-Adhäsins auf der Oberfläche der Mykoplasmenzelle liegt. 
Wie in der Literatur (Dallo et al. 1996) beschrieben, führte die Inkubation intakter Zellen mit 
Trypsin zu keinem Abbau des Proteins P30. Jedoch konnte nach Behandlung der NP40-
lysierten Mykoplasmen ein vollständiger Verdau von P30 nachgewiesen werden.




3.8 Testung der Hybridproteine im Tiermodell Meerschweinchen
3.8.1 Immunisierung mit HP14/30 und HP30/14 durch subkutane Injektion 
(Tierversuchsreihe I und II)
Sowohl die Grundimmunisierung als auch beide Boosterimmunisierungen mit HP14/30 bzw. 
HP30/14 wurden subkutan durchgeführt. Nach intranasaler Infektion der vorstimulierten Tiere 
(je 3 Tiere) und einer unbehandelten Kontrollgruppe (3 Tiere) mit einer Mischung verschie-
dener M. pneumoniae-Stämme wurde jeweils das Seren gewonnen, ein Trachealabstrich ge-
nommen und eine bronchoalveoläre Lavage (BAL) durchgeführt.
Der qualitative Nachweis M. pneumoniae M129-spezifischer Antiköper in Seren und BAL 
erfolgte mittels Immunoblot. Im Untersuchungsmaterial aller immunisierten Tiere konnten 
sowohl Antikörper gegen das P1-Adhäsin (169 kDa) als auch gegen das Protein P30 (30 kDa) 
nachgewiesen werden (Beispiel in Abb. 3.19 C). Die quantitative Bestimmung der antigen-
spezifischen Antikörper in den polyklonalen Seren erfolgte mittels ELISA (Abb. 3.22). Dabei 
wurden Antiseren gegen die Einzelpeptide RP14 und RP30 mitgeführt. Das Serum eines drei-
fach mit M. pneumoniae s.c. immunisierten Tieres diente als Positivkontrolle. Sowohl die 
Immunisierung mit (i) RP14/30 als auch mit (ii) RP30/14 führte wie erwartet zu einem star-
ken Anstieg der systemischen Immunantwort. Im Vergleich zu den einmalig infizierten Kont-
rolltieren wurde im Serum der immunisierten Tiere eine (i) 11,2- bzw. (ii) 7,9fach höhere spe-
zifische Ig-Menge nachgewiesen. Es konnte jedoch nur (i) 53% bzw. (ii) 37% der Ig-
Konzentration in der Positivkontrolle erreicht werden. Weiterhin wurde zumindest für 
HP14/30 gezeigt, dass die Kombination aus mehreren antigenen Bereichen in einem Hybrid-
protein die durch die Einzelpeptide RP14 und RP30 induzierte systemische Immunantwort 
mehr als additiv verstärkt (anti-RP14: 17% und anti-RP30: 26% der Positivkontrolle).
Die Analyse der gewonnenen BAL auf sekretorische Immunglobuline ergab einen weniger 
starken Anstieg der lokalen Immunantwort. Im Vergleich zur Kontrollgruppe führte die Im-
munisierung mit den Hybridproteinen (i) RP14/30 und (ii) RP30/14 zu einer Erhöhung der M. 
pneumoniae M129-spezifischen IgA-Sekretion auf das (i) 6,4- bzw. (ii) 3,4fache. Damit konn-
te nur (i) 16,2% bzw. (ii) 8,5% des IgA-Titers in der BAL erzielt werden, der durch dreifache 
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Abb. 3.22. ELISA-Reaktivität (Gesamt-Ig/ IgA) der Seren und BALs der unbehandelten Kont-
rollgruppe und der mit den Hybridproteinen HP14/30 und HP30/14 immunisierten Tiere mit M. 
pneumoniae-Gesamtantigen. Mitgeführt wurden die Antiseren gegen die Einzelpeptide RP14 und 
RP30 und als Positivkontrollen das Serum eines dreifach s.c. mit M. pneumoniae M129 immunisierten 
Tieres und die BAL eines dreifach i.n. infizierten Tieres. Die Mittelwerte der ELISA-Reaktivitäten
einer Versuchsgruppe sind prozentual bezogen auf die jeweilige Positivkontrolle (---) dargestellt. Eine 
Auflistung der OD450/620-Werte ist im Anhang in Tab. A19 zu finden. 
Zum Nachweis einer Beeinflussung der Kolonisierung des Respirationstraktes mit M. pneu-
moniae durch die Immunisierung wurden die Reisolate aus Trachealabstrich und BAL mittels 
Kultivierung und real-time PCR quantifiziert (Abb. 3.23, Tab. A20 im Anhang). Aus dem 
oberen Respirationstrakt (Trachealabstrich) konnten weder bei den Kontrolltieren noch bei 
den immunisierten Tieren Mykoplasmen rekultiviert werden. In der BAL der Kontrolltiere 
wurden hingegen 1.293 ± 972 CFU/ml nachgewiesen. Die Immunisierung der Versuchstiere 
führte zu einer starken Reduktion der Mykoplasmen im unteren Respirationstrakt um (i) 
99,0% auf 13 ± 23 CFU/ml  bzw. um (ii) 97,9% auf 27 ± 31 CFU/ml. Die Ergebnisse der P1-
basierten qRT-PCR wiesen ebenfalls auf eine Reduktion von M. pneumoniae durch Immuni-




































Abb. 3.23. Quantifizierung der Reisolate aus Trachealabstrich und BAL nach Infektion von 
unbehandelten Tieren der Kontrollgruppe (n=3) und Tieren, welche zuvor dreifach s.c. mit dem 
Hybridprotein HP14/30 bzw. HP30/14 immunisiert wurden (je n=3). Neben der Kultivierung von 
M. pneumoniae und der Bestimmung der CFU/ml wurde mittels P1-basierter qRT-PCR die Anzahl an 
Genomkopien/ml Untersuchungsmaterial ermittelt. Dargestellt sind einzelnen Werte pro Tier und die 
Mittelwerte ( ) pro Versuchsgruppe. Die Berechnung einer signifikanter Reduktion der Menge an 
reisolierten CFU/ml bzw. detektierten Genomkopien/ml in jeder immunisierten Gruppe in Bezug auf 
die Kontrollgruppe erfolgte mit dem exakten U-Test: * p ≤ 0,05 (Daten im Anhang in Tab. A20).
Sowohl in der Höhe des M. pneumoniae-spezifischen Antikörpertiters in Serum und BAL als 
auch in der Reduktion der Mykoplasmen im Respirationstrakt immunisierter Tiere ging das 
Hybridprotein HP14/30 als geeigneter hervor. Um den Einfluss der Immunisierung mit die-
sem Hybridprotein auf die anschließende Infektion eindeutig zu bestätigen, wurde der Tier-
versuch mit HP14/30 nach dem gleichen Immunisierungsschema mit einer größeren Anzahl 
von Tieren wiederholt. Neben einer Kontrollgruppe von fünf Tieren wurden weitere fünf Tie-
re mit dem Hybridprotein s.c. immunisiert. Im Serum der immunisierten Tiere konnte ein ähn-
lich hoher Antikörpertiter wie im vorherigen Tierversuch erreicht werden (Gesamt-Ig: 51,1%; 
IgA: 43,2% der Gesamt-Ig- bzw. IgA-Menge im Serums eines dreifach mit M. pneumoniae
s.c. immunisierten Tieres). Demgegenüber wurde in der BAL eine niedrigere IgA-
Konzentration nachgewiesen. Statt wie im ersten Tierversuch 16,2 ± 5,1 % der IgA-Menge
der BAL eines dreifach mit M. pneumoniae infizierten Tieres wurde im zweiten Versuch ein 
mittlerer IgA-Titer von nur 9,5 ± 4,4% der Positivkontrolle bestimmt. 
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Entgegen den Erwartungen konnte eine effektive Reduktion der Mykoplasmen im Respirati-
onstrakt durch Immunisierung der Versuchstiere mit HP14-30 weder über Kultur noch über 
quantitative PCR bestätigt werden (siehe Tab. A20 im Anhang). Die Menge an reisolierten 
Mykoplasmen aus der BAL der immunisierten Tiere schwankte zwischen 0 und 10.880 
CFU/ml (durchschnittlich 5.598 CFU/ml), im Trachealabstrich wurden 0 bis 35.417 CFU/ml 
(durchschnittlich 31.127 CFU/ml) nachgewiesen. Aus dem Respirationstrakt der Kontrolltiere 
wurden ebenfalls stark schwankende CFU- bzw. Genomkopienzahlen bestimmt. Zudem 
konnten aus BAL und Trachealabstrich zweier Tiere der Kontrollgruppe weder Mykoplasmen 
reisoliert noch M. pneumoniae-DNA detektiert werden. Es ist davon auszugehen, dass bei 
diesen Tieren und eventuell einem immunisierten Tier trotz hoher Infektionsdosis (8,7×108
CFU/Tier) eine unzureichende Infektion mit dem Erreger erfolgte, was Aussagen zu einer 
Beeinflussung der Kolonisierung des Respirationstraktes durch eine Immunisierung erschwer-
te.
Zum Nachweis geringster Mengen an M. pneumoniae-DNA wurde daher ein effizienteres 
Nachweissystem entwickelt. Darüber hinaus sollte in folgenden Tierversuchen das Immuni-
sierungsschema optimiert werden, um den Titer an sekretorischen adhärenzhemmenden Im-
munglobulinen zu erhöhen.
3.8.2 Optimierung des Immunisierungs- und Infektionsschemas
3.8.2.1 Etablierung einer hoch sensitiven qRT-PCR zum Nachweis von M. pneumoniae
Da sich der bisherige Nachweis von M. pneumoniae über die P1-Gen-basierte real-time PCR 
als zu unempfindlich erwies, wurde ein neues qRT-PCR-System etabliert, das erstmals auf der 
Amplifikation eines Multicopy-Targets basieren sollte. Das repetitive Element RepMP1 
kommt im Vergleich zu den drei anderen repetitiven DNA-Sequenzen RepMP2/3, 4 und 5 mit 
der höchsten Anzahl von 14 Kopien im Genom von M. pneumoniae M129 vor. Die geringe 
Größe der einzelnen Kopien dieses repetitiven Elementes von 147 bp (RepMP1-11) bis 
302 bp (RepMP1-15) und das breite Spektrum der Sequenzübereinstimmung der Kopien unte-
reinander (26,1% - 96,6%) begrenzen jedoch die Möglichkeiten eines geeigneten Primerde-
signs mit dem alle Kopien erfasst werden. 
Zunächst wurde durch Amplifikation des repetitiven Elementes RepMP1 und anschließender 
Klonierung dieses PCR-Produktes in einen geeigneten Vektor ein Plasmidstandard (pET-30-
RepMP1) erstellt. Basierend auf einem Alignment aller 14 Kopien des RepMP1 in M. pneu-
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moniae M129 wurden die Primer MpLCrepF und MpLCrepR sowie die Sonde MpLCrepS in 
die Bereiche der höchsten Sequenzübereinstimmung zwischen den einzelnen Kopien gelegt 
(Abb. A1 im Anhang), sodass bei Amplifikation des Plasmids pET-30-RepMP1 ein PCR-
Produkt von 89 bp generiert wurde. Mit diesem System kann die Amplifikation von mindes-
tens 10 der 14 Kopien des repetitiven Elementes RepMP1 im Genom von M. pneumoniae
M129 erwartet werden.
Um das Vorhandensein und die Sequenzidentität aller 14 Kopien in weiteren M. pneumoniae-
Stämmen zu bestätigen, wurden alle RepMP1-Kopien von jeweils drei Patientenisolaten von
Subtyp 1, Subtyp 2 und der Variante 2 sowie von dem Variante 1-Isolat 4817 sequenziert. 
Dabei konnten nur wenige Sequenzunterschiede aufgezeigt werden. 5 der 14 Kopien des repe-
titiven Elementes (RepMP1-3, -10, -12, -13, -14) waren in allen 10 Patientenisolaten iden-
tisch. In 6 Kopien (RepMP1-1,-2, -4, -6, -9, -11) wurde ein Nukleotidaustausch und in weite-
ren 2 Kopien (RepMP1-5, -8) zwei Nukleotidaustausche nachgewiesen. Einzig RepMP1-7 
zeigte mit 17 veränderten Basen einen höheren Grad an Heterogenität zwischen den verschie-
denen Patientenisolaten. 23 dieser 27 nachgewiesenen Unterschiede waren Subtyp- oder Va-
rianten-spezifisch. Da nur ein bzw. zwei Nukleotidaustausche innerhalb der Primersequenzen 
bzw. der Sonde lokalisiert sind, sollten diese nur einen geringen Einfluss auf die Amplifikati-
onseffizienz der qRT- PCR haben.
In folgenden Versuchen wurde die Spezifität und Sensitivität des RepMP1-basierten qRT-
PCR-Systems mit der bisher genutzten P1-Gen-basierten real-time PCR verglichen (Tab. A22 
im Anhang). Die Reproduzierbarkeit beider PCR-Systeme wurde durch achtfache Amplifika-
tion einer Verdünnungsreihe des jeweiligen Targetsequenz-tragenden Plasmids geprüft. Die 
Varianz der erzielten Ergebnisse war bei beiden PCR-Systemen mit 0,2 bis 1% sehr niedrig. 
Die hohe Spezifität sowohl des P1- als des RepMP1- basierten real-time PCR-Systems konnte 
durch negative PCR-Ergebnisse bei der Testung der genomischen DNA verschiedener Vertre-
ter der Gattungen Mycoplasma und Ureaplasma sowie weiterer Erreger respiratorischer Er-
krankungen bestätigt werden. Die Subtypen 1 und 2 sowie die Varianten 1 und 2 von M. 
pneumoniae wurden mit beiden PCR-Systemen effektiv detektiert. Die Nachweisgrenze der 
RepMP1-basierten real-time PCR lag bei 0,2 CFU/PCR, während mit der P1-basierten PCR 
die Amplifikation von 2 CFU/PCR in CT-Werten größer als 40 resultierte. Darüber hinaus 
wurden 25 respiratorische Proben von Patienten mit bestätigter M. pneumoniae-Pneumonie zu 
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konnte gezeigt werden, dass durch Amplifikation der 14 Kopien des RepMP1 eine um den 
Faktor 21,6 höhere Zahl an Genomkopien ermittelt wird, als durch Amplifikation des in einer 
Kopie vorkommenden interrepetitiven Bereiches des P1-Gens. 
Der quantitative Nachweis einer Kolonisierung des Respirationstraktes immunisierter Ver-
suchstiere mit M. pneumoniae ist somit auch im Bereich niedrigster DNA-Mengen durchführ-
bar und ermöglicht auf diese Weise die Aussage einer weitgehenden Eradikation der Mykop-
lasmen nach erfolgreicher Immunisierung.
Abb. 3.24. Ergebnisse der RepMP1- und P1-basierten qRT-PCR von 25 respiratorischen Proben 
(BAL, Nasopharyngeal- und Pharyngealabstrich) von Patienten mit bestätigter M. pneumoniae-
Pneumonie (Nachweis des Erregers und Subtypisierung nach Dumke et al. 2006). Dargestellt sind die 
arithmetischen Mittelwerte der ermittelten Genomkopien/PCR mit zugehörigen Standardabweichun-
gen aus drei unabhängigen Wiederholungen (Daten im Anhang in Tab. A23).
3.8.2.2 Immunisierung mit HP14/30 auf intranasalem Wege unter Zugabe von 
MALP-2 (Tierversuchsreihe III)
Zur Erhöhung der systemischen und lokalen Immunantwort sollten sowohl die Applikation 
des Kandidatenpeptids auf intranasalem Wege als auch die Kombination des Antigens mit 
dem mukosalen Adjuvans MALP-2 (Mycoplasma-derived macrophage-activating lipopeptide-
2) getestet werden. 
Dazu wurden sechs Meerschweinchen nach subkutaner Grundimmunisierung zweimal intra-
nasal mit HP14/30 geboostert, wobei eines der Tiere nach der ersten Boosterung verstarb. Bei 
drei der fünf Tiere erfolgten diese Boosterimmunisierungen mit einer Kombination des Anti-
gens mit je 5 µg MALP-2. Um ausschließlich die durch Immunisierung mit HP14/30 indu-
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M. pneumoniae verzichtet. Neben dem Serum und der BAL wurde bei diesem Versuch auch 
der Trachealabstrich der Tiere für den Nachweis antigenspezifischer Antikörper hinzugezo-
gen. Wie erwartet reagierte das Untersuchungsmaterial aller Tiere im Immunoblot spezifisch 
mit dem P1-Adhäsin und dem Protein P30 von M. pneumoniae M129. Im Anschluss erfolgte 
die Bestimmung der Gesamt-Ig- und IgA-Konzentration mittels ELISA (Abb. 3.25). Im Se-
rum der Versuchstiere konnte, im Vergleich zum bisherigem Immunisierungsschema 
(HP13/40 dreifach s.c.), eine leicht erhöhte Immunglobulinmenge verzeichnet werden. Es 
wurde 55,8 ± 1,7% bzw. 57,1 ± 4,1% (unter Zugabe von MALP-2) der Gesamt-Ig-Menge
eines dreifach s.c. mit M. pneumoniae M129 immunisierten Meerschweinchens erreicht. Der 
Ig-Titer der Seren nach dreifach s.c. Immunisierung mit dem Hybridprotein HP14/30 in den 
ersten beiden Tierversuchen lag bei durchschnittlich 51,7 ± 7,3%. 
Abb. 3.25. ELISA-Reaktivität (Gesamt-Ig/ IgA) von M. pneumoniae-Gesamtantigen mit den 
Seren, BALs und Trachealabstrichen der mit dem Hybridprotein HP14/30 (mit /ohne MALP-2) 
immunisierten Tiere. Die Immunisierung erfolgte einmal subkutan, gefolgt von zwei intranasalen 
Boosterungen, bei denen einer Versuchsgruppe MALP-2 zugegeben wurden. Zum Vergleich ist die
mittlere ELISA-Reaktivität der HP14/30-immunisierten Tiere der ersten beiden Tierversuche angege-
ben. Die Mittelwerte der gemessenen OD450/620 einer Versuchsgruppe sind prozentual bezogen auf die 
jeweilige Positivkontrolle (---, Seren: Serum eines dreifach s.c. mit M. pneumoniae M129 immunisier-
ten Tieres; BAL und Trachealabstriche: BAL eines dreifach i.n. mit M. pneumoniae M129 infizierten 
Tieres) dargestellt. Die Berechnung einer signifikanten Erhöhung der Immunglobulinmenge nach ver-
ändertem Immunisierungsschema im Vergleich zu der dreifach s.c. Immunisierung mit HP14/30 er-
folgte mit dem exakten U-Test: * p ≤ 0,05 (Daten im Anhang in Tab. A19).
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Bei der Untersuchung der gewonnenen respiratorischen Proben konnte festgestellt werden, 
dass die ermittelten ELISA-Reaktivitäten der BALs innerhalb einer Versuchsgruppe im Ver-
gleich zur Analyse der Seren stark schwankten. Wie im Serum konnte auch hier im Durch-
schnitt keine signifikante Erhöhung der induzierten Gesamt-Ig-Menge pro Gruppe im Ver-
gleich zum bisherigen Immunisierungsschema erreicht werden (HP14/30 dreifach s.c.: 102,8 
± 43,2%; einmal s.c. und zweimal i.n. ohne MALP-2: 109,5 ± 76,1%, mit MALP-2: 85,0 ±
21,9% der Immunoreaktivität (Gesamt-Ig) der BAL eines dreifach i.n. mit M. pneumoniae
M129 infizierten Tieres). Im Gegensatz dazu konnte der sekretorische IgA-Titer in der BAL 
durch zweimalige Boosterung auf intranasalem Wege im Vergleich zur ausschließlich subku-
tanen Applikation des Hybridproteins signifikant erhöht werden (ohne MALP-2: p = 0,022; 
mit MALP-2: p = 0,006). Es wurden durchschnittlich 48,9% (ohne MALP-2) bzw. 51,2% (mit 
MALP-2) der IgA-Menge der BAL eines dreifach i.n. mit M. pneumoniae M129 infizierten 
Tieres verzeichnet, was einer Steigerung auf das Vierfache gegenüber dem IgA-Titer nach 
bisherigem Immunisierungsschema entspricht. Im Trachealabstrich der immunisierten Tiere 
konnten ähnlich hohe IgA-Werte bestimmt werden, wobei mit durchschnittlich 52,6% (ohne 
MALP-2) bzw. 69,3% (mit MALP-2) der IgA-Titer der Positivkontrolle ebenfalls nicht er-
reicht wurde. 
Der Vergleich der Gruppen dieses Versuches untereinander konnte einen stimulierenden Ef-
fekt von MALP-2 nicht in ausreichendem Maße belegen. Weder im Serum noch im respirato-
rischen Material wurde eine signifikante Erhöhung der Konzentration an M. pneumoniae-
spezifischen Antikörpern durch Zugabe des Lipoproteins nachgewiesen.
3.8.2.3 Immunisierung mit einer Kombination aus dem Hybridprotein HP14/30 und 
dem rekombinanten Protein RP01 (Tierversuchsreihe IV)
Aufgrund einer möglichen Funktion des Proteins P01 von M. pneumoniae während der Inter-
aktion der Mykoplasmen mit Phagozyten des Wirtes sollte im folgenden Tierversuch die Im-
munisierung mit einem Gemisch aus dem Hybridprotein HP14/30 und dem rekombinant her-
gestellten Protein RP01 an drei Meerschweinchen getestet werden. Da durch intranasale App-
likation des Hybridproteins HP14/30 eine signifikante Steigerung der IgA-Sekretion im unte-
ren Respirationstrakt der Versuchstiere im Vergleich zur dreifach subkutanen Immunisierung 
erzielt werden konnte, wurde auch hier nach subkutaner Grundimmunisierung zweimal intra-
nasal geboostert. Auf eine Zugabe von MALP-2 wurde verzichtet. Um nach der Infektion der 
mit HP14/30 und RP01 immunisierten Tiere mit M. pneumoniae eine mögliche Reduktion der 
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können, wurden neben einer unbehandelten Kontrollgruppe (n=3) weitere drei Tiere nur mit 
RP01 immunisiert und mit dem Erreger infiziert. Trotz aufwendiger Aufreinigung und Um-
pufferung der rekombinant hergestellten Proteine starb, wie im vorangegangenen Tierversuch, 
auch in dieser Versuchsreihe ein Tier direkt nach intranasaler Applikation der Antigene. 
Im Serum der verbliebenen zwei Tiere, die mit der Kombination aus dem Hybridprotein 
HP14/30 und dem rekombinanten Protein RP01 immunisiert wurden, konnten mittels Immu-
noblot Antikörper gegen das P1-Adhäsin, das Protein P30 sowie das Protein P01 von M. 
pneumoniae detektiert werden. Die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung der M. pneu-
moniae-spezifischen Antikörper in den polyklonalen Seren und respiratorischen Materialen 
mittels ELISA sind in Abb. 3.26 dargestellt. 
Abb. 3.26. ELISA-Reaktivität (Gesamt-Ig/ IgA) von M. pneumoniae-Gesamtantigen mit den 
Seren und BALs der Versuchsgruppen, die mit der Kombination aus dem Hybridprotein 
HP14/30 und dem rekombinanten Protein RP01 bzw. nur mit RP01 immunisiert wurden. Die 
Immunisierung erfolgte einmal s.c. gefolgt von zwei intranasalen Boosterungen. Zum Vergleich sind 
die mittleren ELISA-Reaktivitäten nach dreifach s.c. (Tierversuch I und II) bzw. einfach s.c. und zwei-
fach i.n. (Tierversuch III, ohne MALP-2) Immunisierung mit HP14/30 angegeben. Die Mittelwerte der 
gemessenen OD450/620 einer Versuchsgruppe sind prozentual bezogen auf die jeweilige Positivkontrol-
le (---, Seren: Serum eines dreifach s.c. mit M. pneumoniae M129 immunisierten Tieres; BAL und 
Trachealabstriche: BAL eines dreifach i.n. mit M. pneumoniae M129 infizierten Tieres) dargestellt 
(Daten im Anhang in Tab. A19).
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Im Serum der mit dem Antigengemisch immunisierten Tiere wurde ein Anstieg der antigen-
spezifischen Immunantwort auf das 1,6fache im Vergleich zur intranasalen Immunisierung 
mit HP14/30 ohne Zusätze verzeichnet. Wurde ausschließlich mit dem rekombinanten Protein 
RP01 immunisiert, konnten ähnlich hohe ELISA-Reaktivitäten der Seren wie nach Verabrei-
chung der Kombination aus HP14/30 und RP01 ermittelt werden. Die Analyse der respiratori-
schen Materialien ließ ebenfalls auf eine hohe Immunogenität des rekombinant hergestellten 
Proteins P01 schließen. Unter Berücksichtigung starker Schwankungen zwischen den Tieren 
einer Versuchsgruppe wurde im Mittel eine 1,5fach (HP14/30 + RP01) bzw. 1,6fach (RP01) 
höhere Gesamt-Ig-Menge in der BAL bestimmt als nach intranasaler Immunierung mit 
HP14/30 ohne Zusätze. Eine Erhöhung der sekretorischen Immunantwort konnte durch App-
likation von RP01 nicht erreicht werden.
Zur Bewertung eines möglichen Immunisierungserfolges wurde wie in den vorherigen Versu-
chen die Menge an vermehrungsfähigen Mykoplasmen bzw. Mykoplasmen-DNA in BAL und 
Trachealabstrich der Versuchstiere quantifiziert (Abb. 3.27). Zum Nachweis geringster Ge-
nomkopienzahlen wurde jedoch anstelle der P1-basierten qRT-PCR das neu etablierte qRT-
PCR-System genutzt, welches auf der Amplifikation des in mehreren Kopien auf dem Genom 
von M. pneumoniae vorkommenden repetitiven Elementes RepMP1 beruht (siehe Kap. 
3.8.2.1).
Aus dem oberen Respirationstrakt (Trachealabstrich) der mit dem Antigengemisch HP14/30 
und RP01 immunisierten Tiere konnten keine Mykoplasmen reisoliert werden. Auch in der 
BAL wurden nur bei einem der beiden Tiere 15 CFU/ml kultiviert. Der Nachweis von 
RepMP1-Kopien lag deutlich höher mit maximal 12.682 Kopien im Trachealabstrich bzw. 
505 Kopien in der BAL. Aussagen zu einer Reduktion der Mykoplasmen durch Immunisie-
rung mit dem Hybridprotein sind, wie in Versuch II, durch eine wahrscheinlich unzureichende 
Infektion von zwei Kontrolltieren sowie einem RP01-immunisierten Tier nur bedingt mög-
lich. Wiederum wurden bei diesen Tieren keine bzw. eine nur geringe Anzahl an reisolierten 
Mykoplasmen bestimmt. Die Ergebnisse der RepMP1-basierten real-time PCR könnten aller-
dings auf eine Reduktion der Kolonisierung des Respirationstraktes durch Immunisierung mit 
HP14/30 hinweisen. Im respiratorischen Material der Kontrolltiere wurden im Mittel 1,2×105
RepMP1-Kopien in der BAL bzw. 2,1×105 Kopien in den Trachealabstrichen detektiert. Die 
Menge der nachgewiesenen Mykoplasmen-DNA in der Gruppe der ausschließlich mit RP01 












































(Trachealabstrich) bis 3 (BAL) Log-Stufen über den RepMP1-Kopienzahlen, die im respirato-
rischen Material der HP14/30 + RP01-immunisierten Tiere detektiert wurden. 
Abb. 3.27. Quantifizierung der Reisolate aus Trachealabstrich und BAL nach Infektion von 
unbehandelten Tieren einer Kontrollgruppe (n=3) und Tieren, die mit der Kombination aus dem 
Hybridprotein HP14/30 und dem rekombinanten Protein RP01 (n=2) bzw. nur mit RP01 (n=3) 
immunisiert wurden. Die Immunisierung erfolgte einmal subkutan, gefolgt von zwei intranasalen 
Boosterungen. Neben der Kultivierung von M. pneumoniae und der Bestimmung der CFU/ml wurden 
mittels RepMP1-basierter real-time PCR die Anzahl an RepMP1-Kopien/ml Untersuchungsmaterial 
ermittelt. Dargestellt sind einzelnen Werte pro Tier und die Mittelwerte ( ) pro Versuchsgruppe 
(Daten im Anhang in Tab. A20). 
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3.9 Testung der Tierversuchseren gegen die Hybridproteine HP14/30 und 
HP30/14 auf ihre Adhärenzhemmung in vitro
Aufgrund der schwankenden Ergebnisse der Adhärenzhemmung nach Immunisierung mit den 
Hybridproteinen in vivo, sollten nun alle HP14/30- und HP30/14-spezifischen Seren aus den 
Tierversuchen I-III auf ihre adhärenzhemmende Aktivität in vitro getestet werden. Die bishe-
rigen Negativ- (anti-RPADK) und Positivkontrollen (anti-M. pneumoniae M129) wurden 
ebenfalls zur Analyse hinzugezogen. Dazu wurden FITC-markierte M. pneumoniae M129 mit 
diesen Seren, wiederum in einer 1:10-Verdünnung, vorinkubiert und anschließend auf ihre 
Bindung an HeLa-Zellen, MRC-5 Lungenfibroblasten und HBEp-Zellen getestet (Abb. 
3.28 A). 
Die Bindung an bronchiale Epithelzellen konnte, mit einer Ausnahme, durch alle Antiseren 
gegen die Kombinationen aus RP14 und RP30 signifikant reduziert werden. Dabei wurde be-
obachtet, dass die Höhe der adhärenzhemmenden Aktivität innerhalb der s.c. immunisierten 
Tiere der Versuche I und II relativ stark schwankte von 75 - 96% relativer Adhärenzhemmung 
bezogen auf die Negativkontrolle anti-RPADK. Demgegenüber zeigten die Seren aus dem 
dritten Tierversuch nach einfach s.c. und zweifach i.n. Immunisierung der Meerschweinchen 
mit dem Hybridprotein HP14/30 eine konstant hohe Adhärenzhemmung von 95%, die mit 
dem Effekt der Positivkontrolle vergleichbar war.
Die Wiederholung des Assays mit MRC-5 Lungenfibroblasten führte zu einer weniger effek-
tiven Reduktion der Mykoplasmenbindung, die bei allen Seren aus den Tierversuchen I-III bei 
durchschnittlich 72 ± 14% lag. Allerdings konnten die adhärenzhemmenden Eigenschaften 
der Seren gegen die einzelnen rekombinanten Proteine RP14 und RP30 (59% bzw. 39 % rela-
tive Hemmung) durch Kombination in einem Hybridprotein verstärkt werden.
Die Bindung der Mykoplasmen an HeLa-Zellen wurde im Gegensatz zu den anderen beiden 
Zelltypen nur bedingt durch die Tierversuchsseren reduziert. Die relative Adhärenzhemmung 
nach Vorinkubation der Mykoplasmen mit den Seren nach s.c. Immunisierung mit HP14/30 
oder HP30/14 (Tierversuch I und II) schwankte relativ stark (47 ± 17%), war aber mit einer 
Ausnahme immer noch signifikant. Demgegenüber zeigten die HP14/30-spezifischen Seren 
nach einfach s.c. und zweifach i.n. Immunisierung (Tierversuch III) eine deutlich geringere 
adhärenzhemmende Aktivität. Die relative Bindung der Mykoplasmen lag hier bei 82 ± 4%. 
Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den Beobachtungen aus dem Test mit bronchialen Epi-
thelzellen, in dem mit den Seren nach i.n. Stimulierung die konstant niedrigste Menge an ad-










































signifikante Reduktion der Mykoplasmenadhärenz im Vergleich zu anti-RPADK:
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Abb. 3.28. A. Adhärenz von M. pneumoniae M129 an HBEpC, MRC-5 und HeLa-Zellen nach 
Vorinkubation der Mykoplasmen mit den in den Tierversuchen gewonnenen Seren gegen die 
Hybridproteine HP30/14 und HP14/30. Das Präimmunserum eines Meerschweinchens (NS) und 
RPADK-spezifisches Serum dienten als Negativkontrollen, das polyspezifische Serum eines dreifach 
s.c. mit M. pneumoniae M129 immunisierten Tieres (PS) als Positivkontrolle. Dargestellt sind die rela-
tiven arithmetischen Mittelwerte mit zugehörigen Standardabweichungen bezogen auf die Kontrolle 
anti-RPADK (100%, ---) von drei unabhängigen Versuche mit je zwei bis drei Parallelen. Signifikante 
Reduktionen der Mykoplasmenadhärenz durch Opsonisierung mit den Tierversuchseren im Vergleich 
zu anti-RPADK sind in der Tabelle darunter zusammengefasst (Daten im Anhang in Tab. A24). B. 
ELISA-Reaktivität der in den Tierversuchen gewonnenen Seren gegen die Hybridproteine 
HP14/30 und HP30/14 mit intakten M. pneumoniae M129 (Daten im Anhang in Tab. A26).
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Eine mögliche Korrelation zwischen der adhärenzhemmenden Aktivität der Tierversuchsseren 
gegen die Hybridproteine HP14/30 und HP30/14 und der Konzentation an M. pneumoniae-
spezifischen Antikörpern in diesen Seren wurde anschließend untersucht. Dazu wurden die 
Seren in den Verdünnungen 1:100, 1:400, 1:1.600, 1:6.400 und 1:25.600 auf ihre ELISA-
Reaktivität mit intakten M. pneumoniae M129 getestet (Abb. 3.28 B). Mit zunehmender Se-
rumverdünnung wurden Unterschiede in der Höhe der OD450/620-Werte der einzelnen Seren 
deutlich. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Immunisierung mit 
HP30/14 oder HP14/30 bzw. zwischen der Immunisierung auf ausschließlich subkutanem 
Wege oder mit zwei intranasalen Boosterungen aufgezeigt werden. 
In einem Streudiagramm wurden die Ergebnisse des Adhärenzhemmtests mit allen drei Zell-
typen und die ermittelten OD450/620-Werte nach Testung der 1:25.600-verdünnten Seren dar-
gestellt (Abb. 3.29 A). Die Wertepaare streuen relativ stark. Für alle drei Zelltypen ergibt sich 
kein signifikanter Zusammenhang zwischen Adhärenzhemmung in vitro und Höhe der spezi-
fischen ELISA-Reaktion.
Um nachzuweisen, ob die Höhe der adhärenzhemmenden Aktivität der Tierversuchsseren auf 
die Konzentration an P1-spezifischen Antikörpern oder auf die Konzentration an Antikörpern 
gegen das Protein P30 zurückzuführen ist, wurden Immunoblotanalysen durchgeführt. Die 
Seren wurden mit dem Gesamtantigen von M. pneumoniae M129 inkubiert und die Reaktion 
über das ECL Western Blot Substrat entwickelt. Die entstehende Chemolumineszenz wurde 
detektiert und jeweils die Intensität der P1- und P30-Bande quantifiziert. Die ermittelten Wer-
te wurden wiederum in einem Streudiagramm mit den Ergebnissen des Adhärenzhemmtestes 
dargestellt (Abb. 3.29 B, C). Es wurde kein Zusammenhang zwischen der Adhärenzhemmung 
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Abb. 3.29 Darstellung der Ergebnisse aus dem in vitro Adhärenzhemmtest mit den Tierver-
suchsseren nach Immunisierung mit HP14/30 bzw. HP30/14 und A. der M. pneumoniae-
spezifischen ELISA-Reaktivität dieser Seren (Serumverdünnung 1:25.600), B. der Stärke der 
P1-Bande, C. der Stärke der P30-Bande im Immunoblot der Seren mit dem Gesamtantigen von 
M. pneumoniae M129. Die Quantifizierung der Chemolumineszenz erfolgte im LAS-3000 und ist in 
























anti-M. pneumoniae M129 (s.c.)
Serumverdünnung
1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640
3.10 In vitro Adhärenzhemmung der Seren gegen die einzelnen rekombi-
nanten Proteine RP14 und RP30 und das Hybridprotein HP14/30 im 
Vergleich
Die in vitro Interaktion der Mykoplasmen mit bronchialen Epithelzellen scheint, im Vergleich 
zu den anderen beiden Zelllinien, am ehesten die natürliche Pathogen-Wirt-Interaktion wider-
zuspiegeln. Im in vitro Adhärenzhemmtest zeigten nicht nur die Tierversuchsseren gegen 
HP14/30 sondern auch das RP14-spezifische Serum bei einer 1:10-Verdünnung eine starke 
Hemmung der Adhärenz der Mykoplasmen an diesen Zelltyp. Um eine Steigerung der adhä-
renzhemmenden Wirkung durch Kombination von RP14 und RP30 in einem Hybridprotein 
-zumindest in vitro- nachzuweisen, wurden fluoreszenzmarkierte Mykoplasmen mit aufstei-
genden Verdünnungen der Seren gegen RP14, RP30 und HP14/30 inkubiert und auf ihre Ad-
härenz an HBEp-Zellen getestet. Ausgewählt wurde dazu ein Serum nach einfach s.c. und 
zweifach i.n. Immunisierung mit HP14/30 aus dem Tierversuch III (ohne Infektion). Als Posi-
tivkontrolle wurde wiederum das polyspezifische Serum nach dreifach subkutaner Immunisie-
rung eines Meerschweinchens mit M. pneumoniae M129 mitgeführt. Die Ergebnisse sind in 
Abb. 3.30 dargestellt.
Abb. 3.30. Adhärenz von M. pneumoniae
M129 an HBEpC nach Vorinkubation 
der Mykoplasmen mit verschiedenen 
Verdünnungen der monospezifischen 
Antiseren gegen RP14, RP30 und das 
Hybridprotein HP14/30. Das polyspezifi-
sche Serum eines dreifach s.c. mit M. 
pneumoniae M129 immunisierten Tieres 
diente als Positivkontrolle. Der Test wurde 
mit je zwei bis drei Parallelen mindestens 
zweimal wiederholt. Dargestellt sind die 
relativen arithmetischen Mittelwerte mit 
zugehörigen Standardabweichungen bezo-
gen auf den Effekt des Negativserums 
(100%, ---). Daten im Anhang in Tab. A25.
Die Vorinkubation der Mykoplasmen mit den RP30-spezifischen Antikörpern führte nur bei 
1:10-Verdünnung zu einer deutlichen Reduktion der Mykoplasmenbindung an HBEp-Zellen. 
Das Serum gegen RP14 zeigte hingegen bis zu einer Verdünnung von 1:80 eine Adhärenz-
Ergebnisse
92
hemmung um ca. 60%. Im Vergleich zu den Seren gegen die beiden Einzelproteine konnte die 
adhärenzhemmende Wirkung durch Kombination beider Proteinbereiche in einem Hybridpro-
tein mehr als additiv verstärkt werden. Die Vorinkubation mit dem HP14/30-spezifischen 
Serum resultierte auch noch bei einer 1:320-Verdünnung in einer eindeutigen Adhärenzhem-
mung. Die Testung der Verdünnungsreihe des anti-M. pneumoniae-Serums führte zu ähnli-





4.1 Antigenität, Oberflächenexposition und Funktionalität des P1-
Adhäsins und weiterer adhärenzassoziierter Proteine von 
M. pneumoniae
Trotz der starken Genomreduktion ist M. pneumoniae hoch adaptiert an den menschlichen 
Respirationstrakt. Eine Reihe von einzigartigen Oberflächenproteinen vermittelt dabei den 
Kontakt zur Wirtszelle und stellt auf diese Weise die Versorgung der Mykoplasmenzelle mit 
Nährstoffen und das weitere Wachstum sicher. Da diese Proteine einerseits unverzichtbare 
Virulenzfaktoren und andererseits dominante Immunogene des Bakteriums darstellen, könnte 
die Beeinflussung der Adhärenz als erster und entscheidender Schritt der Infektion als Ziel für 
eine effektive Vakzinierung dienen. Die bisher verfügbaren Informationen zu bereits bekann-
ten Adhäsinen des Erregers waren jedoch beschränkt. Das Protein P1 und vermutlich auch 
P30 werden direkt mit der Rezeptorbindung auf der Wirtszelloberfläche in Verbindung ge-
bracht, wohingegen Proteine wie P65 und P90 zwar als adhärenzassoziiert beschrieben wur-
den, aber eine direkte Adhärenzvermittlung bis dato nicht untersucht wurde. Darüber hinaus 
lagen bisher nur begrenzt Informationen zu Immunogenität und Funktionalität einzelner Ad-
häsinbereiche vor.
Zur Feincharakterisierung des Hauptadhäsins P1 sowie der Proteine P30 und P65 im Hinblick 
auf ihre Eignung als Vakzinekandidaten wurden in vorherigen Arbeiten Teilbereiche dieser 
Proteine rekombinant hergestellt. Die Prüfung der rekombinanten Proteine auf ihre Reaktivität 
mit Seren experimentell infizierter Tiere und Akutphaseseren von M. pneumoniae-infizierten 
Patienten bestätigte die in anderen Veröffentlichungen (Beghetto et al. 2009; Chaudhry et al.
2005; Jacobs et al. 1995; Svenstrup et al. 2002; Varshney et al. 2008) beschriebene hohe An-
tigenität von P30 (RP30; AS 17-274) und einer nahe des C-Terminus gelegenen Region des 
P1-Adhäsins (RP14, AS 1287-1518). Darüber hinaus reagierten fünf weitere P1-Bereiche, 
exprimiert als RP1 (AS 1-68), RP5/6 (AS 421-633), RP12 (AS 1160-1210) und RP15 (AS 
1521-1627), mit mindestens 11 der 14 untersuchten Humanseren, wodurch zusätzliche Epito-
pe innerhalb dieser Regionen aufzeigt wurden. Dieses Ergebnis stimmt nur teilweise mit der 
in bisherigen Veröffentlichungen beschriebenen Lokalisation von Epitopen überein. Zur bes-
seren Übersicht ist das derzeitige Wissen über immunoreaktive und adhärenzvermittelnde 
Regionen des P1-Adhäsins sowohl aus Veröffentlichungen anderer Forschungsgruppen als 
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Adhärenzhemmung durch RP-spezifischen Seren:  0%          100% 
1) Anteil positiver Seren:  0%          100% ,  2) OD450/620:  0,0              3,4
Abb. 4.1. Lokalisation A. der rekombinanten Proteine RP1-RP15, B. der immunoreaktiven und 
C. adhärenzvermittelnden Regionen sowie D. mögliche Membrantopologie des P1-Adhäsins von 
M. pneumoniae M129 basierend auf früheren Veröffentlichungen oder Vorhersageprogrammen und 
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit (è). B. a-c, f-h, k-m laut Jacobs et al. 1995; d/e, h/i laut 
Jacobs et al. 1990; j laut Beghetto et al. 2009; o/p laut Chaudhry et al. 2005. C. I, III, V-VII, X, VIII 
laut Gerstenecker & Jacobs 1990; II, IV laut Jacobs et al. 1989; VIII laut Dallo et al. 1988; XI/XII laut 
Svenstrup et al. 2002; XIII laut Drasbek et al. 2007. D. Modell A laut Gerstenecker 1990, Razin & 
Jacobs 1992; Modelle B und C laut Vorhersageprogrammen (Tab. A27 im Anhang).
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In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wiesen Jacobs et al. (1990, 
1995) durch ELISA-Reaktion von synthetischen Peptiden mit Akut- und Konvaleszenzphase-
seren immunoreaktive Epitope in den als RP1, RP6 und RP12 bezeichneten P1-Bereichen 
nach. Die dort beschriebene Lokalisation weiterer Epitope innerhalb der rekombinanten Pro-
teine RP8 und RP11 konnte hier nicht bestätigt werden, was jedoch auf die Verwendung un-
terschiedlich großer Antigene, d.h. kurzer Octapeptide im Fall von Jacobs et al. und rekombi-
nanter Proteine mit einer Länge von 47 bis 231 Aminosäuren in der vorliegenden Arbeit, zu-
rückzuführen ist. P1-Regionen mit geringer Antigenität in Bezug auf Patentientenseren wur-
den innerhalb der als RP2 (AS 70-175), RP4 (AS 369-420) und RP8/9/10/11 (AS 781-1158) 
exprimierten Bereiche identifiziert, womit die Ergebnisse früheren Arbeiten von Chaudhry et 
al. (2005) und Jacobs et al. (1995) bestätigt wurden.
Der Vergleich der Reaktivitäten der getesteten rekombinanten Proteine mit Patientenseren 
und Seren von intranasal mit M. pneumoniae stimulierten Tiere zeigt Unterschiede in der Im-
munantwort beider Wirte nach Infektion mit dem Erreger. Für die sich anschließenden Vakzi-
nierungs- und Infektionsstudien im Tiermodell sind diese Divergenzen von großer praktischer 
Bedeutung. Sowohl die N-terminale (RP1) und C-terminale Region (RP15) des P1-Adhäsins 
als auch das Protein P65 scheinen immunogen im Menschen, aber nicht im Tiermodell Meer-
schweinchen. Darüber hinaus reagierte der Subtyp-spezifische variable Bereich innerhalb des 
repetitiven Elementes RepMP2/3 des P1-Adhäsins (RP13ST1/2) mit dem Tierserum nach intra-
nasaler Infektion, jedoch im Immunoblot mit keinem der getesteten Akutphaseseren von M. 
pneumoniae-infizierten Patienten.
Über die Antigenität von Subtyp- und Varianten-spezifischen Proteinbereichen ist generell 
wenig bekannt. Im Hinblick auf die einzigartige Epidemiologie des Erregers wurden daher die 
von den variablen Regionen des P1-Adhäsins der Subtypen und Varianten abgeleiteten re-
kombinanten Proteine in weiteren Untersuchungen näher charakterisiert. Dazu wurden Subtyp 
1-, Subtyp 2- und Variante 2-spezifische Seren durch dreifach subkutane oder dreifach intra-
nasale Stimulierung von Meerschweinchen mit dem jeweiligen Stamm gewonnen. Die re-
kombinanten Proteine RP3ST1, RP3ST2, RP13ST1/2 und RP13V2 zeigten beachtliche Unterschiede in 
ihrer ELISA-Reaktivität mit den Hyperimmunseren. Die stärkste Immunreaktion eines spezi-
fischen Serums wurde jeweils mit den Peptiden detektiert, welche von dem zur Immunisie-
rung eingesetzten Stamm abgeleitet wurden. Auffällig war die in allen Fällen deutlich stärkere 
Reaktion der rekombinanten Proteine mit den Seren, die durch intranasale Infektion der Tiere 
gewonnen wurden. Die beträchtlichen Unterschiede zwischen den Reaktivitäten der Meer-
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schweinchenseren nach i.n. oder s.c. Stimulierung mit Mykoplasmen könnten durch die Prä-
sentation von Epitopen während des Wachstums von M. pneumoniae im Respirationstrakt 
nach intranasaler Applikation erklärt werden, die bei s.c. Gabe des Gesamtzellantigens nicht 
oder in geringerem Umfang präsentiert werden.
Alle vier Subtyp- und Variante 2-spezifischen rekombinanten Proteine reagierten nicht nur 
mit Hyperimmunseren von infizierten Meerschweinchen sondern im ELISA auch mit einer 
begrenzten Anzahl von Patientenseren mit serologisch bestätigter M. pneumoniae-Infektion. 
Entgegen den Ergebnissen der ersten Immunoblot-Analyse des Subtyp-spezifischen RP13ST1/2
mit Akutphaseseren, reagierte das rekombinante Protein im ELISA mit allen sechs getesteten 
M. pneumoniae-positiven Humanseren. Der Nachweis von Subtyp- und Variante 2-
spezifischen Antikörpern in Tier- und Humanseren bestätigt den immunogenen Charakter der 
variablen Bereiche des P1-Adhäsins und stärkt die Hypothese einer selektiven Immunantwort 
gegen M. pneumoniae, wie sie erstmals 1996 von Jacobs et al. beschrieben wurde. In in vitro
Tests mit Erythrozyten als Wirtszellen wurde ein Subtyp-spezifischer Einfluss der Seren von 
M. pneumoniae-infizierten Patienten auf die Adhärenz von M. pneumoniae M129 oder FH in 
23 % der untersuchten Seren nachgewiesen. Auch weitere Untersuchungen von Dumke et al.
(2004) deuteten darauf hin, dass durch die Immunabwehr des infizierten Wirtes die Dominanz 
eines Subtyps oder einer Variante von M. pneumoniae beeinflusst werden kann. Es wurden 
Meerschweinchen intranasal entweder mit M. pneumoniae Subtyp 1 oder Subtyp 2 stimuliert 
und anschließend mit einer Mischung aus beiden Subtyp-Stämmen und einem Variante 2-
Isolat von M. pneumoniae infiziert. Die Vorimmunisierung der Tiere resultierte in einem sig-
nifikanten Wechsel der anteiligen Zusammensetzung der Mykoplasmenstämme in der BAL 
der immunisierten Meerschweinchen im Vergleich zu einer nicht vorstimulierten Kontroll-
gruppe. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen zudem den immunogenen Charak-
ter die variablen Bereiche innerhalb des P1-Adhäsins. Dies deutet darauf hin, dass diese Be-
reiche bei der Entwicklung einer selektiven Immunabwehr von Bedeutung sind, welche nur 
partiell vor einer Reinfektion mit dem selben Stamm, nicht aber mit einem anderem Subtypen
bzw. Variante schützt. Diese Vermutung setzt gleichzeitig voraus, dass, unabhängig von der 
Antigenität der variablen Regionen des P1-Adhäsins, Antikörper gegen diese Proteinbereiche 
die Adhärenz von M. pneumoniae an die Wirtszelle beeinflussen können. 
Für die Entwicklung einer effektiven Vakzine gegen M. pneumoniae ist neben der antigenen 
Charakterisierung einzelner Adhäsinregionen die Auswahl von oberflächenlokalisierten und 
funktionell aktiven Bereichen dieser wichtigen Pathogenitätsfaktoren entscheidend. 
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Hinweise auf eine mögliche Oberflächenexposition der hier untersuchten adhärenzassoziier-
ten Proteine von M. pneumoniae M129 wurden durch Inkubation von intakten immobilisier-
ten Mykoplasmen mit den monospezifischen Antiseren gegen die davon abgeleiteten rekom-
binanten Proteine erhalten. Die Möglichkeit einer Fehlinterpretation der Ergebnisse durch 
unterschiedlich hohe Konzentrationen an spezifischen Antikörpern in den jeweiligen Seren 
sollte durch die Bestimmung der reagierenden Antikörpermenge auf ultraschalllysierten My-
koplasmen und somit vollständig zugänglichen Membranproteinen verringert werden. 
Alle 15 Antiseren gegen die P1-Proteinregionen zeigten vergleichbare Reaktivitäten mit dem 
M. pneumoniae-Gesamtzellsonikat. Im Gegensatz dazu resultierte die Inkubation der Seren 
mit intakten Mykoplasmen in beträchtlichen Unterschieden in der Höhe der Reaktivitäten. 
Übereinstimmend mit den drei in Abb. 4.1 dargestellten Topologiemodellen des membranin-
tegrierten P1-Adhäsins deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der N-Terminus (exprimiert als 
RP1) als Signalpeptid abgespalten wird und der C-Terminus (RP15) intrazellulär lokalisiert 
ist. Demgegenüber reagierten die Antiseren gegen die rekombinanten Proteine RP2-RP7, dar-
unter das Subtyp 1-spezifische RP3ST1, sowie gegen RP10 und RP14 sehr stark mit intakten 
Mykoplasmen, was für eine Oberflächenexposition dieser P1-Bereiche spricht. Interessanter-
weise konnten Svenstrup et al. (2002) für die von Subtyp 2 abgeleitete Region innerhalb des 
RepMP4 (AS 185-357 in M. pneumoniae FH, entsprechen AS 185-352 in M129) keine Zu-
gänglichkeit für spezifische Antikörper nachweisen. Aufgrund der schwachen Reaktivität der 
Seren gegen RP11, RP12 und das von der variablen Region im RepMP2/3 abgeleitete 
RP13ST1/2 mit intakten Mykoplasmen ist eine intrazelluläre Ausrichtung des P1-Bereiches von 
AS 1099 bis 1257 vorstellbar. Diese Hypothese wird allerdings nur durch das Vorhersage-
programm „TMpred“ (Modell C) gestützt. Das von Gerstenecker und Jacobs (Gerstenecker 
1990; Razin & Jacobs 1992) vorgeschlagene Modell (A) sowie die Strukturvorhersagen der 
Programme „hmmtop“ und „TMHMM“ (Modell B) sehen die Oberflächenexposition des na-
hezu gesamten P1-Proteins von AS 32 bis 1522 vor (mit Ausnahme von AS 480-550 in Mo-
dell A).
Die RP30-, RP65- und RP01-spezifischen Seren reagierten weniger stark mit intakten Mykop-
lasmen als mit dem Ultraschalllysat, was durch eine nur partielle Oberflächenexposition der 
hier untersuchten Bereiche der M. pneumoniae-Proteine erklärt werden könnte. Tatsächlich 
wird das Protein P65 in der Literatur als zumindest teilweise oberflächenexponiert beschrie-
ben (Proft et al. 1995). Für das Protein P30 wird von einer zytoplasmatischen Domäne (AS 
106-120 laut Dallo et al. (1996) bzw. AS 34-72 laut Hasselbring et al. (2005)) ausgegangen. 
Der sich anschließende C-terminale Abschnitt liegt extrazellulär vor (Dallo et al. 1996; Layh-
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Schmitt et al. 1997). Der hier untersuchte Proteinbereich von P90 scheint vollständig auf der 
Mykoplasmenoberfläche zu liegen, was die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen (Franzoso et 
al. 1993; Layh-Schmitt & Herrmann 1992) bestätigt. 
Um im Folgenden Aussagen zur Funktionalität definierter Adhäsinbereiche zu treffen, wurden 
neuartige in vitro Adhärenzhemmtests entwickelt. Dabei sollte zum einen die spezifische Bin-
dung definierter Adhäsinbereiche von M. pneumoniae in Form rekombinanter Proteine an 
humane Zellen getestet werden und zum anderen die Hemmung der Mykoplasmenadhärenz 
durch spezifische Antikörper gegen funktionale Oberflächenproteine bzw. -proteinregionen 
quantitativ bewertet werden. 
Für den direkten Nachweis der Bindung der rekombinanten Proteine an humane Zellen sind 
verschiedene Strategien in der Literatur beschreiben. Beispielsweise inkubierten Drasbek et 
al. (2007) N-terminal biotinylierte synthetische Peptide mit humanen Zellen und beurteilten
nach Zugabe von NeutrAvidin-gekoppelten fluoreszierenden Beads die Bindung der Peptide. 
Die Nachteile dieser Methode liegen in der relativ starken unspezifischen Bindung der Beads 
an die humanen Zellen und der subjektiven Quantifizierung durch manuelles Auszählen ge-
bundener Beads pro Zelle. Ein im Gegensatz dazu quantitativer Test wurde von Rubinsztein-
Dunlop et al. (2005) etabliert. Dabei erfolgte der Nachweis zellgebundener His-Tag-Proteine 
über Fluoreszenz-gekoppelte anti-His-Tag Antikörper und Durchflusszytometrie. Für die 
Durchführung dieses Assays wäre jedoch die Umpufferung aller unter denaturierenden Be-
dingungen aufgereinigten Proteine notwendig gewesen. Um dieses Problem zu umgehen, 
wurde ein schnell durchzuführender ELISA-basierter Test entwickelt, bei dem Mikrotiterplat-
ten mit der Gesamtzellsuspension verschiedener humaner Zellen beladen wurden. Nach Zu-
gabe unterschiedlicher Konzentrationen der rekombinanten Proteine wurde nach einem 
Waschschritt die Menge an gebundenem Protein über ELISA-Reaktion mit dem jeweils mo-
nospezifischen Antiserum quantitativ bestimmt. Drasbek et al. hatten 2007 die Bindung eines 
synthetischen Peptids, abgeleitet von AS 1340-1389 (P1-Adhäsin in M129) innerhalb des als 
RP14-exprimierten Bereiches, an HEp-2-Zellen beschrieben. Diese Beobachtung war über 
den Versuchsansatz dieser Arbeit nur z.T. reproduzierbar. Das rekombinante Protein RP14 
zeigte eine, im Vergleich zu den anderen getesteten rekombinanten Proteinen, mäßige Bin-
dung an HeLa-Zellen und eine schwache Bindung an MRC-5 Lungenfibroblasten. Demgege-
nüber wiesen die vom P1-Adhäsin abgeleiteten rekombinanten Proteine RP4, RP6, RP10-12, 
das vom variablen Bereich des repetitiven Elementes RepMP2/3 abgeleitete RP13ST1/2 sowie 
RP15 eine überdurchschnittlich starke Bindung an HeLa-Zellen und MRC-5 Lungenfibroblas-
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ten auf. Dabei sollte jedoch berücksichtigt werden, dass vier dieser sieben Proteine eine 
nachweisliche Bindung an die unbeladene bzw. mit BSA beladene Mikrotiterplatte zeigten. 
Die hohen OD450/620-Werte nach Inkubation dieser Proteine mit beiden Zelltypen könnten 
somit auf unspezifische Wechselwirkungen zurückzuführen sein. Dennoch deuten die Ergeb-
nisse des Bindungs-ELISA bei Vorbehandlung der rekombinanten Proteine mit Hyperimmun-
seren von Meerschweinchen und anschließender Inkubation auf den humanen Zellen auf eine 
spezifische Interaktion einzelner rekombinanter Proteine hin. Die Bindung von RP10 und 
RP15 an HeLa-Zellen wurde durch das unverdünnte anti-M. pneumoniae-Serum eines intra-
nasal stimulierten Tieres um 49% reduziert. Bei 1:10-Verdünnung des Serums wurde immer-
hin noch eine Reduktion der Bindung um 38% bzw. 34% verzeichnet.
Um eine schützende Immunität im Tiermodell hervorzusagen, sollten im Folgenden die mo-
nospezifischen Seren gegen die rekombinanten Proteine in einem in vitro Assay auf ihre adhä-
renzhemmende Aktivität getestet werden. Das Hauptproblem bei der Durchführung eines de-
rartigen Adhärenzhemmtests stellte die Suche nach einer schnellen Methode zur Quantifizie-
rung der an humane Zellen adhärierenden bzw. freien Mykoplasmen dar.
Die dazu bisher in der Literatur beschriebenen Methoden sind teilweise sehr zeitaufwendig, 
wie die Bestimmung der Mykoplasmenanzahl auf Agarplatten, oder relativ subjektiv, wie das 
Auszählen von Mykoplasmen-Mikrokolonien mittels Immunfluoreszenzmikroskopie (Dras-
bek et al. 2007; Svenstrup et al. 2002). Die von Hasselbring et al. (2005) durchgeführte 
Quantifizierung von Radioisotop-gelabelten Mykoplasmen ist mit einem größeren techni-
schen Aufwand verbunden. Ein schnell durchzuführender quantitativer Assay wurde von 
Drasbek et al. (2007) entwickelt. Dabei wurden an HEp-2-Zellen adhärierende Mykoplasmen 
mit FITC-gelabelten Antikörpern detektiert und die Intensität der Fluoreszenz gemessen. Der 
Nachteil dieser Methode liegt jedoch im Nachweis von Mykoplasmen, die direkt an die Ober-
fläche der Zellkulturplatte adhärieren, was die Ergebnisse, im Vergleich zum Auszählen der 
ausschließlich mit den HEp-2-Zellen assoziierten Mykoplasmen-Mikrokolonien, deutlich be-
einflusste. Auch der von Jacobs et al. (1985) beschriebene Adhärenzhemmtest, bei dem 
Erythrozyten als Wirtszellen eingesetzt wurden, scheint aufgrund seiner Anfälligkeit gegenü-
ber veränderlichen Parametern (z.B. Erythrozytencharge) und der damit einhergehenden ho-
hen Variation der Ergebnisse nur bedingt geeignet. Daher wurden im Rahmen der vorliegen-
den Arbeiten alternative Strategien entwickelt.
Ein erster Versuchsansatz, der auf dem Nachweis von Mykoplasmen-DNA mittels quantitati-
ver real-time PCR basierte, erwies sich als zu zeit- und kostenintensiv. Daher wurden die 
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Kopplung von Mykoplasmen an farbige Microbeads und die sich anschließende Inkubation 
der Beads an humane Zellen getestet. Die Quantifizierung der Mykoplasmen-gekoppelten 
Beads im abgenommenen Überstand und auf dem Zellrasen erfolgte schnell und einfach 
durch Absorptionsmessung bei 660 nm. Eine unspezifische Bindung der Beads an die huma-
nen Zellen oder die Mikrotiterplatte kann ausgeschlossen werden, da Beads, welche mit den 
adhärenznegativen M. pneumoniae-Mutanten B170 und IV22a beladen wurden, eine gering-
fügige Adhärenz von maximal 15% im Vergleich zur Bindung der mit dem Wildtypstamm 
M129 gekoppelten Beads aufwiesen. Mittels dieses neu entwickelten Tests konnten erstmals 
Hinweise auf die quantitative Bedeutung des P1-Proteins als (Haupt-) Adhäsin innerhalb des 
Adhärenzvorgangs experimentell nachgewiesen werden. Die Hyperimmunseren von Meer-
schweinchen, die mit dem Wildtyp M129 oder der P40- und P90-defizienten Mutante B170 
immunisiert wurden, zeigten 1:20 verdünnt eine starke Hemmung der Adhärenz von M129-
beladenen Beads an HeLa-Zellen um 79% bzw. 69%. Bis hin zu einer Verdünnung von 1:100 
wurde mit beiden Seren eine deutliche Reduktion der am Zellrasen gebundenen Microbeads 
erzielt, wohingegen die Beads, die mit dem Serum gegen die P1-defiziente Mutante IV22a 
vorinkubiert wurden, vollständig adhärieren konnten. Eine effektive Hemmung der Mykop-
lasmenadhärenz ist somit nur bei Vorhandensein von Antikörpern möglich, die gegen das P1-
Adhäsin gerichtet sind. Darüber hinaus wirkt sich das Fehlen von Antikörpern gegen die ad-
härenzassoziierten Proteine P40 und P90 in geringerem Umfang auf die Adhärenzhemmung 
der Mykoplasmen-gekoppelten Beads aus.
Nachdem experimentell die herausragende Funktion des P1-Proteins bei der Adhärenz von 
M. pneumoniae an Wirtszellen bestätigt wurde, sollten die monospezifischen Seren gegen die 
vom P1-Adhäsin abgeleiteten rekombinanten Proteine auf ihre adhärenzhemmende Aktivität 
getestet werden. Aufgrund der unzureichenden Robustheit des Bead-basierten Assays bei ho-
hem Probenvolumen und der nicht auszuschließenden Möglichkeit einer Veränderung oder 
Einschränkung des natürlichen Adhärenzmechanismus durch Kopplung der Mykoplasmen an 
die Beads wurde parallel weiter nach einer besser geeigneten Möglichkeit der Bakterienquan-
tifizierung gesucht. Dabei erwies sich die Anwendung der Durchflusszytometrie als eine her-
vorragende Alternative um reproduzierbare Ergebnisse mit niedrigem Kosten- und Zeitauf-
wand zu erhalten. Im Gegensatz zu anderen Verfahren (Drasbek et al. 2007) wurde zugleich 
sichergestellt, dass ausschließlich an humane Zellen gebundene Mykoplasmen nachgewiesen 
werden.
Neben den Antiseren gegen die vom Hauptadhäsin P1 und den Proteinen P30 und P65 abge-
leiteten rekombinanten Proteine wurden Antikörper gegen das Protein P90 und das Oberflä-
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chenprotein P01 (MPN474), dessen Funktion bisher vollkommen unklar ist (Hegermann et al. 
2008), im FACS-basierten Adhärenzhemmtest analysiert. Unspezifische Bindungen gegen 
rekombinant exprimierte His-Tag-Proteine wurden mit dem rekombinanten Protein RPADK
ausgeschlossen, welches vom dem intrazellulären „house keeping-Protein“ Adenylat-Kinase 
(ADK) abgeleitet wurde.
Der in vitro Adhärenzhemmtest wurde mit HeLa-Zellen, MRC-5 Lungenfibroblasten und 
primären humanen Bronchialepithelzellen (HBEpC) durchgeführt, wobei mit allen drei getes-
teten Zelllinien ähnliche Ergebnisse erzielt wurden. Ausschließlich Antikörper gegen den 
konservierten Bereich nahe des C-Terminus von P1 (RP14) und gegen das Protein P30 
(RP30) führten zu einer signifikanten Reduktion der Mykoplasmenbindung. Demgegenüber 
wiesen die monospezifischen Seren gegen das auf der gesamten Mykoplasmenoberfläche 
vorkommende P01 und gegen die hier untersuchten Bereiche der adhärenzassoziierten Protei-
ne P65 und P90 eine geringe adhärenzhemmende Aktivität auf. Die übrigen P1-
Adhäsinbereiche, darunter auch die variablen Bereiche innerhalb der repetitiven Elemente, 
zeigten ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die Mykoplasmenbindung. Eine mögliche 
Beteiligung am Adhärenzmechanismus der über den Bindungs-ELISA als vielversprechend 
ermittelten Proteinregionen wurde nicht bestätigt. Weder mit den Einzelseren noch mit dem 
Serum gegen ein Hybridprotein bestehend aus RP4, RP6, RP11 und RP15 konnte die Adhä-
renz von M. pneumoniae an die Zielzellen messbar reduziert werden.
Die konservierte P1-Region von AS 1288 bis 1518 (RP14) scheint somit eine herausragende 
Funktion bei der P1-Adhäsin-vermittelten Rezeptorbindung an die hier getesteten Zelllinien 
einzunehmen. Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen wiesen Dallo et al. (1988) durch 
Immunoscreening einer Expressionsbibliothek von M. pneumoniae mit adhärenzhemmenden 
monoklonalen Antikörpern ein adhärenzvermittelndes Epitop (AS 1383-1395) nach. Gersten-
ecker und Jacobs (1990) identifizierten weitere adhärenzassoziierte Epitope (AS 1362-1369, 
AS 1450-1457, AS 1466-1473) innerhalb des als RP14 exprimierten C-terminalen P1-
Bereiches. Darüber hinaus konnten Svenstrup et al. (2002) mit einem Antiserum gegen ein 
vom C-Terminus des P1-Proteins abgeleitetes rekombinantes Protein die spezifische Interak-
tion dieses Adhäsinbereiches mit HEp-2-Zellen nachweisen. Im sich anschließenden Kompe-
titionsbindungstest mit synthetischen Peptiden, die ebenfalls von dieser P1-Region abgeleitet 
wurden, wurde die adhärenzvermittelnde Domäne des Adhäsins auf AS 1220-1389 (im 
Stamm M129) eingeengt (Drasbek et al. 2007). Interessanterweise deckt eines der Peptide mit 
erhöhter inhibitorischer Wirkung (AS 1227-1276 in M129) zum großen Teil die Subtyp-
spezifische Region innerhalb des RepMP2/3 ab, welche in der vorliegenden Arbeit als 
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RP13ST1/2 exprimiert wurde. Eine Beteiligung dieses P1-Bereiches bei der Adhärenzvermitt-
lung konnte durch die Ergebnisse des in vitro Adhärenzhemmtests dieser Arbeit nicht ausrei-
chend bestätigt werden. 
Auch Gerstenecker und Jacobs (1990) sowie Jacobs et al. (1989) wiesen mittels Epitop-
Mapping mit monoklonalen Antikörpern und Schaferythrozyten als Wirtszellen adhärenzver-
mittelnde Epitope außerhalb der als RP14-exprimierten Region nach. Diese Epitope sind in 
mehreren Bereichen des P1-Adhäsins lokalisiert, die in der vorliegenden Arbeit als RP3, RP6 
und RP9/10 exprimiert wurden. Das von Jacobs und Gerstenecker (Gerstenecker 1990; Razin 
& Jacobs 1992) aufgestellte Modell des P1-Moleküls (Modell A in Abb. 4.1) beinhaltet drei 
extrazelluläre Loops, die sich im nativen membranintegrierten Zustand räumlich eng annä-
hern, um sich zu einer funktionell aktiven adhärenzvermittelnden Struktur zusammenzula-
gern. Die Ergebnisse des Adhärenzhemmtests der vorliegenden Arbeit deuten jedoch darauf 
hin, dass nur eine Domäne innerhalb der AS 1288-1518 des P1-Adhäsins für die direkte Re-
zeptorbindung und Adhärenz an die Wirtszelle verantwortlich ist. In der Tat wurde eine Re-
duktion der Mykoplasmenbindung an MRC-5 Lungenfibroblasten durch Antikörper gegen 
RP10 um 42% verzeichnet, wohingegen die Interaktion mit HeLa- und HBEp-Zellen nicht 
messbar durch dieses Antiserum beeinflusst wurde. Die teilweise abweichenden Ergebnisse 
könnten durch die Anwendung verschiedener Methoden und/oder die Verwendung unter-
schiedlicher Wirtszellen wie HEp-2-Zellen, einer humanen Larynxkarzinomzelllinie (Drasbek
et al. 2007; Svenstrup et al. 2002), oder Erythrozyten (Gerstenecker & Jacobs 1990; Jacobs et 
al. 1989) erklärt werden. 
Rezeptoren für die Mykoplasmenbindung wurden erstmals auf Erythrozyten als Glykoprotei-
ne mit N-Acetylneuraminsäure, verknüpft an die terminale Galaktose, identifiziert (Loomes et 
al. 1984). Diese Sialoglykoproteine sind in hoher Konzentration ebenfalls auf dem humanen 
Bronchialepithel, vor allem auf der apikalen Seite der Zellen, zu finden (Loveless & Feizi 
1989). Darüber hinaus wird angenommen, dass sulfatierte Glykolipide, die u.a. im Mukus und 
auf der Oberfläche der Lungenepithelzellen nachgewiesen wurden (Yagci et al. 2007), einen 
weiteren Rezeptortyp für die Adhärenz von M. pneumoniae darstellen (Krivan et al. 1989). 
Trotz der fehlenden Wirtszellspezifität ist immer noch unklar, ob die Bindung des Bakteriums 
an unterschiedliche Zelltypen über den gleichen Adhärenzmechanismus vermittelt wird. M. 
pneumoniae weist ein hohes Bindevermögen sowohl an Bronchialepithelzellen als auch an 
Lungenfibroblasten und HeLa-Zellen auf. Obwohl Antikörper gegen RP14 und RP30 die Ad-
härenz an alle drei Zelllinien signifikant beeinflussten, unterschied sich die Höhe der Hem-
mung jedoch beträchtlich (p < 0,05) zwischen den einzelnen Zelltypen. Die Vorinkubation der 
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Mykoplasmen mit dem 1:10-verdünnten RP14-spezifischen Serum resultierte in einer voll-
ständigen Hemmung der Adhärenz an HBEp-Zellen (um 95%), wohingegen die Bindung an 
HeLa-Zellen nur um 33% reduziert wurde. Im Vergleich dazu führte das polyspezifische Ge-
samtantigenserum in jedem Fall zu einer kompletten Hemmung der Zytadhärenz. 
Basierend auf den hier vorgestellten Ergebnissen und den Literaturdaten kann davon ausge-
gangen werden, dass sowohl das Protein P30 als auch der als RP14-exprimierte Teil des P1-
Adhäsins notwendig für die Interaktion von M. pneumoniae mit einer Vielzahl verschiedener 
Zelltypen sind. Dabei sind von Zelltyp zu Zelltyp abweichende Adhärenzmechanismen nicht 
auszuschließen. Es ist vorstellbar, dass die Bindung der Mykoplasmen an MRC-5 Lungenfib-
roblasten über eine zusätzliche Region innerhalb der Aminosäuren 979 und 1097 (RP10) des 
P1-Adhäsins vermittelt wird. Da im P1-Adhäsin die Aminosäure Cystein und damit in der 
Tertiärstruktur stabilisierende Disulfidbrücken vollständig fehlen, weist das in der Zellmemb-
ran von M. pneumoniae verankerte P1 möglicherweise eine sehr flexible Struktur auf. Auf-
grund dieser hypothetischen Flexibilität des membranintegrierten P1-Adhäsins könnte es 
möglich sein, das sich die adhärenzvermittelnde Struktur den auf den unterschiedlichen Ziel-
zellen vorkommenden Rezeptormolekülen anzupassen vermag. Darüber hinaus könnten wei-
tere Adhäsionsproteine bei der Interaktion mit HeLa-Zellen involviert sein, da hier mit anti-
RP14- und anti-RP30-Seren nur eine partielle Adhärenzhemmung beobachtet wurde. Svens-
trup et al. (2002) beschrieben, dass Antikörper gegen das Oberflächenprotein P116 zu einer 
Reduktion der Mykoplasmenadhärenz an HEp-2-Zellen führen, die mit dem Effekt des Anti-
serum gegen den nahe des C-Terminus gelegenen Bereich des P1-Adhäsins vergleichbar war. 
Um Rückschlüsse auf die natürliche Wirt-Erreger-Interaktion zu ziehen, sollten daher primäre 
Epithelzellen des Respirationstraktes für in vitro Modelle genutzt werden. 
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4.2 Kombination von Adhäsinbereichen in Hybridproteinen und Testung 
der Vakzinekandidaten im Tiermodell
Basierend auf den Ergebnissen der durchgeführten in vitro Tests wurden im Folgenden aus-
sichtsreiche Vakzinekandidaten für den Einsatz im Tiermodell ausgewählt. Das rekombinante 
Protein RP14 (AS 1287-1518), welches den C-terminalen Bereich des P1-Proteins abdeckt, 
und das Protein RP30 (AS 17-274) gingen bei der Testung mit Seren experimentell infizierter 
Meerschweinchen und Seren von Patienten mit bestätigter M. pneumoniae-Infektion als im-
munodominante Regionen hervor. Die in der Literatur beschriebene Oberflächenexposition 
der beiden Adhäsinbereiche wurde zum einen über die Reaktion der monospezifischen RP-
Seren mit intakten Mykoplasmen und zum anderen über eine Trypsinbehandlung intakter 
Mykoplasmen und dem anschließenden Nachweis des verdauten P1-Adhäsins über RP14-
spezifische Antikörper bestätigt. Somit ist anzunehmen, dass beide Adhäsinbereiche der Im-
munantwort des Wirtes zugänglich sind. Darüber hinaus konnte die Mykoplasmenadhärenz in 
vitro an drei getesteten Zelllinien in Gegenwart der monospezifischen Seren gegen RP14 und 
RP30 signifikant gehemmt werden. Die beiden vielversprechenden Proteinregionen wurden 
kombiniert und als Hybridproteine HP14/30 und HP30/14 exprimiert. 
Die Reaktion der Hybridproteine mit Seren von Patienten mit bestätigter M. pneumoniae-
Infektion zeigte, dass durch Kombination der beiden immunodominanten Adhäsinbereiche 
eine deutliche Steigerung der Antigenität erzielt werden kann. Die Hybridproteine zeigten 
eine signifikant höhere Reaktivität mit Patientenseren als die einzelnen rekombinanten Protei-
ne RP14 und RP30. Darüber hinaus reagierten vier von zehn Patientenseren mit den Hybrid-
proteinen mit höheren OD450/620-Werten als mit dem Gesamtantigen von M. pneumoniae. So-
mit könnten sich die Hybridproteine neben dem Einsatz als potentielle Vakzinekandidaten 
auch als hervorragende Antigene für die klinische Routinediagnostik von akuten Infektionen 
mit dem Erreger eignen. Wie durch Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen belegt, scheint 
die serologische Diagnostik von Mycoplasma-Infektionen basierend auf rekombinant herge-
stellten immunodominanten Proteinbereichen der jeweiligen Mykoplasmenart spezifischer im 
Vergleich zu Gesamtzellpräparationen zu sein (Chaudhry et al. 2005; Drasbek et al. 2004; 
Mardassi et al. 2008), da das Risiko von Kreuzreaktionen mit Antikörpern gegen andere In-
fektionserreger minimiert wird. Darüber hinaus wiesen Drasbek et al. (2004) darauf hin, dass 
durch Kombination mehrerer rekombinant exprimierter M. pneumoniae-Proteine eine Erhö-
hung der Sensitivität des ELISA-Tests erreicht werden kann. 
Entsprechend der Reaktivitäten der Hybridproteine mit M. pneumoniae-positiven Patientense-
ren zeigten HP14/30 und HP30/14 im ELISA mit Hyperimmunseren von Meerschweinchen 
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ebenfalls deutlich höhere OD450/620-Werte als die Einzelproteine RP14 und RP30. Daher wur-
den beide Antigene für eine erste Immunisierungsstudie im Tiermodell Meerschweinchen 
ausgewählt. 
Nach dreifach subkutaner Applikation der Hybridproteine unter Zugabe von Freund’schem 
Adjuvans wurden die Tiere zur Beurteilung des Immunisierungserfolges mit einer Mischung 
aus verschiedenen M. pneumoniae-Subtypen und -Varianten infiziert. Durch serologische 
Analyse der gewonnenen Seren und respiratorischen Proben wurde die Induktion einer star-
ken antigenspezifischen systemischen Immunantwort nachgewiesen. Im Vergleich zu einem 
Hyperimmunserum eines dreifach subkutan mit M. pneumoniae M129 stimulierten Tieres 
wurden 53% (HP14/30) bzw. 37% (HP30/14) der Menge an M. pneumoniae-spezifischen An-
tikörpern erzielt. In Übereinstimmung mit Vakzinierungsstudien gegen andere Pathogene, bei 
denen die immunisierenden Eigenschaften eines Hybridproteins mit dem Effekt der Einzel-
proteine verglichen wurden (siehe Einleitung Kap. 1.6), führte die Kombination von RP14 
und RP30 in einem Hybridprotein zu einer deutlichen Steigerung der Immunogenität des An-
tigens. Die Ergebnisse des ELISA mit M. pneumoniae-Gesamtantigen zeigten eindeutig, dass 
gegenüber der Applikation der Einzelpeptide die systemische Immunantwort mehr als additiv 
verstärkt wurde (anti-RP14: OD420/650 = 0,629; anti-RP30: OD420/650 = 0,930; anti-HP14/3: 
OD420/650 = 1,914). 
Die lokale IgA-Sekretion im Respirationstrakt fiel mit nur 16% (HP14/30) bzw. 9% 
(HP30/14) im Vergleich zu einem dreifach intranasal mit M. pneumoniae infizierten Tier ver-
hältnismäßig gering aus. Dennoch wurde über Rekultivierung der Mykoplasmen auf Agarplat-
te eine signifikante Reduktion des Erregers um durchschnittlich 2 log-Stufen im unteren Res-
pirationstrakt der immunisierten Tiere nachgewiesen, wobei aus den BALs von zwei der drei 
HP14/30- und einem der drei HP30/14-stimulierten Tiere keine Mykoplasmen kultivierbar 
waren. Die über die P1-Gen-basierte qRT-PCR detektierte Zahl der M. pneumoniae-
Genomkopien in der BAL lag im Vergleich zur ermittelten CFU-Menge sowohl bei den im-
munisierten Tieren als auch bei der Kontrollgruppe deutlich höher. Darüber hinaus wurde im 
Gegensatz zur erfolglosen Kultivierung von Mykoplasmen aus dem oberen Respirationstrakt 
ebenfalls M. pneumoniae-DNA im Trachaelabstrich aller Versuchstiere nachgewiesen. Trotz 
hoher Schwankungen in der detektierten Menge an Genomkopien innerhalb einer Versuchs-
gruppe und der fehlenden Möglichkeit zur Lebend/Tot-Differenzierung ließen die Ergebnisse 




Um den Einfluss der Immunisierung mit dem als geeigneter hervorgegangenen Hybridprotein 
HP14/30 auf die anschließende Infektion eindeutig zu bestätigen, wurde der Tierversuch mit 
HP14/30 nach dem gleichen Immunisierungsschema und mit einer größeren Anzahl von Tie-
ren (fünf pro Gruppe) wiederholt. Trotz weitgehend vergleichbarer Versuchsbedingungen und 
den daraus resultierenden ähnlich hohen Ig- und sIgA-Konzentrationen in Serum und BAL 
war eine effektive Reduktion der Mykoplasmen im Respirationstrakt durch Immunisierung 
mit dem Hybridprotein nicht bei allen Tieren reproduzierbar. Die Auswertung der zweiten 
Tierversuchsreihe wurde zudem durch den ausbleibenden Nachweis von M. pneumoniae so-
wohl über kulturelle Anzucht als auch über die P1-Gen-basierte qRT-PCR bei zwei von fünf 
Kontrolltieren erschwert. Da die Infektionsdosis mit 8,7×108 CFU/Tier ausreichend hoch lag 
und die Lebensfähigkeit der Mykoplasmen im Infektionsgemisch über Anzucht auf PPLO-
Agar überprüft wurde, könnte im Falle dieser beiden Tiere vermutet werden, dass der Erreger 
direkt nach intranasaler Infektion über die natürliche Clearance des Respirationstraktes elimi-
niert wurde, ohne adhärieren und somit kolonisieren zu können. Ein suboptimaler Zeitpunkt 
der Reisolation kann ausgeschlossen werden, da der von Jacobs (1991a) als optimal ermittelte 
Zeitraum von zehn Tagen nach Infektion eingehalten wurde. Vergleichbare Daten anderer 
Forschungsgruppen bezüglich des Infektionsverlaufes bzw. der Kolonisierungsrate von M. 
pneumoniae im Tiermodell Meerschweinchen liegen nicht vor. Hardy et al. (2001) konnte
jedoch im Mausmodell 14 Tage nach Infektion aus der BAL jedes der infizierten Tiere My-
koplasmen rekultivieren. 42 Tage p.i. lag der Anteil an M. pneumoniae-positiven BALs bei 
immerhin noch 75%. 
Zum spezifischen Nachweis geringster Mengen an M. pneumoniae-DNA wurde daher ein 
effizienteres Nachweissystem entwickelt, dass auf der Amplifikation des repetitiven Elemen-
tes RepMP1 basiert. Durch erstmalige Ausnutzung dieser Multicopy-Targetsequenz konnte 
eine deutlich höhere Sensitivität erreicht werden (Dumke & Jacobs 2009), als durch Amplifi-
kation des P1-Gens, des ATPase-Gens (Daxboeck et al. 2005; Liu et al. 2005), des CARDS 
Tx-Gens (Winchell et al. 2008) oder der 16S rDNA (Khanna et al. 2005), welche die am häu-
figsten genutzten Zielsequenzen in den bisher veröffentlichten Arbeiten darstellen. 
Gleichzeitig wurde in folgenden Tierversuchen die Antigenaufreinigung und das Immunisie-
rungsschema optimiert. Es war davon auszugehen, dass für eine effektive Adhärenzhemmung 
in vivo die Sekretion von IgA-Antikörpern im Respirationstrakt bei der bisherigen Immunisie-
rungstrategie nicht ausreichend ist. 
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Gegenüber der subkutanen Injektion der Antigenlösung, bei der hauptsächlich eine systemi-
sche Immunantwort generiert wird, belegen zahlreiche Studien eine effektive Induktion von 
systemischer und mukosaler Immunität durch Applikation des Antigens auf intranasalem oder 
oralem Wege. Da die meisten Antigene an der Mukosa aber nur schwach immunogen sind, ist 
die Koapplikation von mukosalen Adjuvantien oftmals notwendig (zusammengefasst in Van-
cikova (2002) und Neutra & Kozlowski (2006)).
In vorherigen Arbeiten wurden erste Erfahrungen mit der mukosalen Immunisierung von 
Meerschweinchen gesammelt (Schurwanz 2005). Die intranasale Applikation der unter dena-
turierenden Bedingungen aufgereinigten Proteine stellte sich dabei als problematisch heraus. 
Es wurde angenommen, dass der niedrige pH-Wert der Proteinlösung von ca. 4,5 und die ho-
he Konzentration an Harnstoff zum Tod eines Teils der intranasal immunisierten Tiere führ-
ten. Daher wurde für die Tierversuchsreihe III der vorliegenden Arbeit an die Aufreinigung 
des rekombinanten Hybridproteins HP14/30 nach bisherigem Protokoll eine Umpufferung der 
Proteinlösung in PBS angeschlossen. Der Nachteil einer reduzierten Ausbeute durch Ausfal-
len der Proteine während des Entsalzungsschrittes wurde durch die geringere Belastung der 
Versuchstiere aufgewogen. Darüber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass die Bedingungen der 
Proteinaufreinigung Auswirkungen auf die Immunogenität des Antigens haben. In einer Stu-
die von von Specht et al. (2000) entwickelten Mäuse, die mit dem unter nativen Bedingungen 
aufgereinigten His-Tag-Protein stimuliert wurden, einen signifikant höheren spezifischen An-
tikörpertiter als Tiere, die mit dem denaturierten Antigen immunisiert wurden.
Für eine zusätzliche Anregung der lokalen Immunantwort nach intranasaler Gabe des Hy-
bridproteins wurde der Effekt von MALP-2 untersucht, welches in der Literatur als starken 
mukosalen Adjuvans beschrieben ist. Im Anschluss an eine subkutane Grundimmunisierung 
wurde das Hybridprotein HP14/30 zweimal auf intranasalem Wege appliziert, wobei einer 
Versuchsgruppe bei beiden Boosterungen das immunstimulierende Lipoprotein zugegeben 
wurde. Das modifizierte Immunisierungsschema führte bei beiden Gruppen zu einer leichten 
Erhöhung des M. pneumoniae-spezifischen Gesamt-Ig-Titers im Serum um 9% im Vergleich 
zur dreifach subkutanen Gabe von HP14/30. Darüber hinaus wurde eine signifikante Erhö-
hung des sekretorischen IgA-Titers in der BAL auf das Vierfache erzielt. Der Vergleich der 
Versuchsgruppen untereinander zeigt jedoch, dass dieser deutliche Anstieg hauptsächlich der 
intranasalen Applikation des Antigens zuzuschreiben ist. Entgegen zahlreicher Veröffentli-
chungen, die die Stimulierung einer zellulären und vor allem einer humoralen Immunantwort 
gegen das koadministrierte Antigen durch MALP-2 belegen (Borsutzky et al. 2003; Cazorla
et al. 2008; Rharbaoui et al. 2002), konnte ein stimulierender Effekt von MALP-2 hinsichtlich 
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der Bildung sekretorischer Antikörper im Modellorganismus Meerschweinchen nicht in aus-
reichendem Maße nachgewiesen werden. Jedoch sollten in weiteren in vivo Versuchen neben 
der humoralen Immunantwort die Stimulation unterschiedlicher Botenstoffe wie Chemokine 
und Zytokine (Deiters & Mühlradt 1999; Garcia et al. 1998; Kaufmann et al. 1999; Mühlradt 
& Schade 1991; Mühlradt & Frisch 1994) und die Einwanderung von Immunzellen (T-Zellen, 
B-Zellen, Natürliche Killer-Zellen und dendritische Zellen) in die mit MALP-2 behandelte 
Lunge analysiert werden (Lührmann et al. 2002). 
Unabhängig davon erwies sich die Umstellung des Immunisierungsschemas auf eine subkuta-
ne Grundimmunisierung gefolgt von zwei intranasalen Boosterungen als sehr effektiv und 
wurde in der sich anschließenden Tierversuchsreihe IV beibehalten. Hier sollte eine mögliche 
Funktion des Proteins P01 von M. pneumoniae während der Interaktion der Mykoplasmen mit 
Phagozyten des Wirtes getestet werden. Angedachtes Ziel dieses Tierversuches war die Kopp-
lung einer effektiven humoralen Immunantwort gegen HP14/30 durch Applikation des Anti-
gens auf intranasalem Wege und einer Anregung der zellulären Immunantwort durch P01-
vermittelte Stimulation von Phagozyten. Um nach der Infektion der mit HP14/30 und RP01 
immunisierten Tiere mit M. pneumoniae eine mögliche Reduktion der Mykoplasmen im Res-
pirationstrakt ausschließlich auf HP14/30-spezifische Antikörper zurückführen zu können, 
wurden neben einer unbehandelten Kontrollgruppe (n=3) weitere drei Tiere nur mit RP01 
immunisiert und mit dem Erreger infiziert. Das rekombinant hergestellte P01 stellte sich als 
sehr immunogen heraus. Wurde ausschließlich mit RP01 immunisiert, konnte ein ähnlich ho-
her M. pneumoniae-spezifischer Antikörpertiter im Serum wie nach Verabreichung der Kom-
bination aus HP14/30 und RP01 nachgewiesen werden. Ebenso wurde sowohl mit RP01 al-
lein als auch mit dem Antigengemisch (HP14/30 und RP01) eine durchschnittliche Erhöhung 
des Gesamt-Ig-Titers in der Lunge um ca. 50% im Vergleich zur alleinigen Immunisierung 
mit dem Hybridprotein erreicht. Eine Erhöhung der sekretorischen Immunantwort konnte je-
doch durch Applikation von RP01 nicht erzielt werden. Aussagen zur Reduktion der Koloni-
sierung des Respirationstraktes mit M. pneumoniae durch Immunisierung mit HP14/30 und 
RP01 wurden wie bei Tierversuchsreihe II durch die unzureichende Infektion von 
Kontrolltiere erschwert. Allerdings weisen die Ergebnisse der RepMP1-basierten real-time 
PCR auf den Aufbau einer lokalen adhärenzhemmenden Immunantwort durch Immunisierung 
mit HP14/30 hin. Eine zusätzliche Beeinflussung der Wirtsabwehr durch Koapplikation des 
rekombinant exprimierten P01 konnte nicht ausreichend belegt werden. 
Die Funktion von P01 bleibt daher weiterhin unklar. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 
liefern keine Hinweise auf eine Funktion des über die gesamte Mykoplasmenoberfläche ver-
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teilten Proteins bei der Interaktion des Erregers mit Phagozyten des Wirtes. Das 118 kDa gro-
ße P01 weist laut Strukturvorhersagen eine coiled coil-Region auf. Western Blot-Analysen 
ergaben eine Tendenz zur Dimer- und Multimerisierung (Regula 1999). Bei Triton X-100-
Fraktionierungsexperimenten verteilte sich P01 gleichsam auf Triton X-100-lösliche wie un-
lösliche Fraktionen (Regula 1999). Dies könnte, wie für das Protein HMW1 postuliert (Balish
et al. 2001), eine teilweise Assoziation mit Zytoskelettkomponenten bedeuten. Eine struktur-
gebende Funktion ist demnach vorstellbar. Jedoch zeigte eine P01-negative Mutante keine 
Beeinflussung der Wachstumsrate und des Phänotyps im Vergleich zum Wildtyp (Hegermann 
et al. 2008).
Zusammenfassend konnte durch Immunisierung mit dem Hybridprotein HP14/30 in den Tier-
versuchen I, II und IV keine reproduzierbar signifikante Reduktion der Kolonisierung des 
Respirationstraktes der immunisierten Tiere mit M. pneumoniae erzielt werden. Um dennoch 
die Produktion von adhärenzhemmenden Antikörpern in vivo nach Immunisierung mit den 
Hybridproteinen hinreichend zu belegen, wurden die HP14/30- und HP30/14-spezifischen 
Seren aus den Tierversuchen I-III auf ihre adhärenzhemmende Aktivität in vitro getestet. Da-
bei ergaben sich zwischen den drei etablierten Zellkulturmodellen (HeLa, MRC-5, HBEpC) 
deutliche Unterschiede hinsichtlich der Höhe der adhärenzhemmenden Aktivität eines jeden 
Serums. Wie bereits bei der Testung der Einzelproteine RP14 und RP30 beobachtet, führten 
die HP-spezifischen Seren zu einer drastischen Reduktion der Mykoplasmenbindung an bron-
chiale Epithelzellen (durchschnittlich um 86%), wohingegen die Adhärenz an HeLa-Zellen 
vergleichsweise schwach beeinflusst wurde (durchschnittlich um 42%). 
Interessanterweise wurde zudem beobachtet, dass der Immunisierungsweg zwar keinen Ein-
fluss auf die Konzentration der M. pneumonaie-spezifischen Antikörper im Serum hat, sich 
jedoch auf die Höhe der Adhärenzhemmung der Seren an unterschiedliche Zelltypen aus-
wirkt. So wurde für die nach dreifach subkutaner Immunisierung mit den Hybridproteinen 
gewonnenen Seren (Tierversuche I und II) eine durchschnittliche Adhärenzhemmung von 
47% an HeLa-Zellen ermittelt. Die Seren der Tierversuchsreihe III nach zwei intranasalen 
Boosterungen führten hingegen zu einer deutlich niedrigeren Reduktion der Mykoplasmen-
bindung an HeLa-Zellen von nur 18%. Die Durchführung des Adhärenzhemmtests mit bron-
chialen Epithelzellen ergab ein entgegengesetztes Bild. Hier zeigten die nach intranasaler An-
tigenapplikation gewonnenen Seren mit 95% relativer Hemmung den konstant höchsten adhä-
renzhemmenden Effekt. Ein direkter Zusammenhang zwischen der Konzentration an M. 
pneumoniae-spezifischen Antikörpern in den Tierversuchsseren und der adhärenzhemmenden 
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Wirkung konnte für keine Zelllinie nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis weist darauf hin, 
dass der Immunisierungsweg nicht nur Auswirkungen auf die Höhe der humoralen Immun-
antwort an der Mukosa hat, sondern ebenfalls die Spezifität der Antikörper im Serum beein-
flusst. Abhängig von intranasaler oder subkutaner Immunisierung wurde die Bildung unter-
schiedlich spezifischer Antikörper, gerichtet gegen verschiedene Epitope innerhalb der re-
kombinant hergestellten P1- und P30-Adhäsinbereiche, induziert. Bedingt durch die mögli-
cherweise abweichenden Adhärenzmechanismen von M. pneumoniae an verschiedene Wirts-
zellen wird somit die Zytadhärenz an die drei getesteten Zelllinien durch die Tierversuchsse-
ren unterschiedlich stark gehemmt. Bei näherer Charakterisierung der Spezifität der induzier-
ten humoralen Immunantwort konnte die Höhe der Adhärenzhemmung der Seren weder mit 
der Konzentration an P1- noch an P30-spezifischen Antikörpern in Verbindung gebracht wer-
den. Über Epitop-Mapping  (Gerstenecker & Jacobs 1990; Jacobs et al. 1990) mit kurzen syn-
thetischen Peptiden, die die als RP14- und RP30-exprimierten Adhäsinbereiche abdecken, 
könnten die Bindungsstellen der Antikörper in den Tierversuchsseren exakt bestimmt und 
damit Rückschlüsse auf die Adhärenzmechanismen an alle drei Zelllinien gezogen werden. 
Zusammenfassend wurde bewiesen, dass die Immunisierung von Meerschweinchen mit dem 
Hybridprotein HP14/30 zu einer Induktion von spezifischen Antikörpern führt, die zumindest 
im in vitro Zellkulturmodell die Mykoplasmenadhärenz signifikant hemmen. Darüber hinaus 
konnte durch Testung verschiedener Serumverdünnungen gezeigt werden, dass durch Kombi-
nation der beiden P1- und P30-Adhäsinbereiche in einem Hybridprotein die adhärenzhem-
mende Wirkung des entsprechenden Serums mehr als additiv verstärkt wird. Zudem scheint 
die adhärenzhemmende Aktivität des HP14/30-spezifischen Serums noch höher als die eines 
polyklonalen Meerschweinchenserums nach dreifach subkutaner Stimulierung mit M. pneu-
moniae. 
Die im Tiermodell durch Immunisierung mit dem Hybridprotein HP14/30 induzierten Anti-
körper erkennen und binden somit die adhärenzvermittelnden Adhäsinregionen auf der nati-
ven Mykoplasmenzelle. Jedoch scheint die nach bisherigem Immunisierungsschema lokal 
induzierte Menge an sekretorischen Antikörpern nicht ausreichend für eine reproduzierbar 
effektive Hemmung der Kolonisierung des Respirationstraktes des Wirtes mit dem Erreger. 
Die Analyse der gewonnenen BAL aller mit dem Hybridprotein immunisierten Tiere auf ihre 
Adhärenzhemmung in vitro könnte Anhaltspunkte für die Konzentration an sekretorischem 
IgA, gerichtet gegen die adhärenzvermittelnden Epitope, liefern. 
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Folgende Tierversuchsreihen sollten sich auf die Erhöhung der lokalen Immunantwort kon-
zentrieren. Als Alternative wurde in Vorarbeiten bereits die Kombination des Hybridproteins 
HP14/30 mit einem T-Zell-aktiven Toxoid, der nicht-toxischen Untereinheit B des Cholerato-
xins (rCTB), geprüft (Schurwanz 2005). Nach subkutaner Primärimmunisierung mit dem im 
denaturierenden Puffer gelösten Hybridprotein folgten zwei intranasale Boosterungen unter 
Zugabe von rCTB, die nur ein von drei Tieren der Versuchsgruppe überlebte. Bei diesem Tier 
wurde entgegen den Erwartungen keine signifikante Erhöhung der systemischen und lokalen 
Immunantwort durch das mukosale Adjuvans nachgewiesen. Eine Wiederholung dieses Im-
munisierungsprotokolls nach Umpufferung des rekombinanten Proteins in PBS scheint viel-
versprechend. Im Modellorganismus Maus stimuliert rCTB sowohl die systemische IgG- als 
auch die mukosale sIgA-Antwort bei intranasaler Applikation mit verschiedenen Antigenen 
wie beispielsweise dem Hämagglutinin des Influenzavirus (Isaka et al. 2008) oder dem Ober-
flächenprotein AgI/II von Streptococcus mutans (Wu & Russell 1998). Im Meerschweinchen 
wurde für rCTB ebenfalls eine immunstimulierende Wirkung nachgewiesen (Maeyama et al.
2004). Durch chemische Kopplung des mukosalen Adjuvans mit dem Antigen könnte diese 
noch verstärkt werden (Larsson et al. 2004).
Daneben gibt eine Vielzahl weiterer Möglichkeiten zur Erhöhung der mukosalen 
Immunantwort. Larbig et al. (2001) testeten erfolgreich ein Emulgel für die intranasale 
Applikation des Antigens. Transportvehikel wie Liposomen, immunstimulierende Komplexe 
(ISCOMs) oder Chitosan können Antigene vor dem Abbau schützen und zur Aufnahme in die 
Immunzellen beitragen (zusammengefasst in De Magistris 2006; Oliveira et al. 2007). 
Darüber hinaus könnten die geklonten Genbereiche für eine DNA-Immunisierung eingesetzt 
werden (Chen et al. 2008). Alternativ könnte ein Langzeitstimulus durch heterologe 
Expression und Präsentation des Hybridproteins HP14/30 auf der Oberfläche von genetisch 
veränderten Mikroorganismen, sog. Lebendvektoren, erzielt werden (Buddenborg et al. 2008; 




Das hochadaptierte, zellwandlose Bakterium Mycoplasma pneumoniae gehört zu den häufig-
sten Erregern von ambulant erworbenen Pneumonien. Während den alle 3-7 Jahre auftreten-
den Epidemien könnten gefährdete Personengruppen bei Verfügbarkeit einer effektiven Vak-
zinierung vor einer Infektion geschützt werden. Ziel dieser Arbeit war die Erarbeitung von 
Grundlagen zum Aufbau einer schützenden Immunantwort durch Immunisierung mit rekom-
binant hergestellten Teilbereichen verschiedener Adhärenzproteine von M. pneumoniae. Da 
die bereits bekannten Adhäsine des Erregers einerseits unverzichtbare Virulenzfaktoren dar-
stellen und andererseits als dominante Immunogene des Bakteriums beschrieben wurden, war 
die Feincharakterisierung dieser Proteine im Hinblick auf ihre Eignung als Vakzinekandidat 
Ausgangspunkt der Untersuchungen. Definierte Teilbereiche des Hauptadhäsins P1 und wei-
terer adhärenzassoziierter Proteine wurden rekombinant hergestellt und auf ihre Antigenität 
qualitativ und quantitativ mit Seren experimentell infizierter Tiere und Seren von Patienten 
mit bestätigter M. pneumoniae-Infektion geprüft. Dabei gingen der C-terminale Bereich des 
P1-Adhäsins (RP14; AS 1287-1518) und das Protein P30 (RP30; AS 17-274) als hoch antige-
ne Protein(regionen) hervor. Die Oberflächenexposition beider Proteinbereiche wurde expe-
rimentell bestätigt. Parallel dazu sollte der Einfluss der monospezifischen Seren gegen die 
rekombinanten Proteine auf die Adhärenz von M. pneumoniae an verschiedene Zelllinien be-
wertet werden. Nach Entwicklung eines quantitativen und schnell durchzuführenden in vitro
Adhärenzhemmtests wurde gezeigt, dass Antikörper sowohl gegen RP14 als auch gegen RP30 
die Adhärenz des Erregers an humane Zellen signifikant reduzieren. Im Hinblick auf die Be-
einflussung von mehr als einer an der Adhärenz beteiligten Struktur wurden beide Adhäsinre-
gionen in einem Hybridprotein vereinigt, wodurch die adhärenzhemmende Wirkung des ent-
sprechenden Serums in vitro mehr als additiv verstärkt werden konnte und dem Effekt des 
polyspezifischen Serums gegen M. pneumoniae entspricht. In Immunisierungs- und Infekti-
onsversuchen mit dem Hybridprotein konnte über eine neu etablierte sehr sensitive real-time 
PCR basierend auf einer Multicopy-Targetsequenz in M. pneumoniae jedoch nur in einem 
Teil der Versuchstiere eine signifikante Hemmung der Kolonisierung des Respirationstraktes 
mit dem Erreger nachgewiesen werden. Eine Steigerung der humoralen Immunantwort durch 
Zugabe des mukosalen Adjuvans MALP-2 konnte nicht ausreichend belegt werden. Dagegen 
wurde durch Immunisierung auf intranasalem Wege eine signifikante Erhöhung des sekretori-
schen IgA-Titers in der BAL auf das Vierfache erreicht. Um einen stabil hohen sekretorischen 
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Antikörperspiegel im Tiermodell zu erreichen, sind weitere Optimierungen des Immunisie-
rungsschemas notwendig. Der Einsatz des Hybridproteins HP14/30, bestehend aus mehreren 
immunogenen und funktionalen Adhäsinbereichen, hat sich als sehr vielsprechend zur Ent-
wicklung einer effektiven Vakzinierung von Risikopopulationen zur Prophylaxe von Infek-
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Abb. A1. Alignment aller vierzehn Kopien des repetitiven Elementes RepMP1 von M. pneumo-




Tab. A1. Lokalisation und Molekulargewicht der rekombinant hergestellten Teilbereiche der  
Proteine P1 (MPN141), P30 (MPN453), P65 (MPN309), P90 (MPN142), P01 (MPN474) und 

















































































P30 RP30 49 - 825 17 - 274 32,6
P65 RP65 25 - 945 9 - 315 40,1
P90 RP90 2242 - 3657 748 - 1218 51,0
P01 RP01 1 - 3102 1 - 1034 118,1
ADK RPADK 70 - 234 24 - 78 6,2
a Sequenz in M. pneumoniae M129 (Subtyp 1)
b Sequenz in M. pneumoniae FH (Subtyp 2)
c Sequenz in M. pneumoniae ST (Variante 2a)
d inklusive N-terminalem His-Tag 
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Tab. A2. ELISA-Reaktion der rekombinanten Proteine RP1-15 (P1), RP30 (P30) und RP65 
(P65) von M. pneumoniae M129 mit Hyperimmunseren von Meerschweinchen nach dreifach s.c. 
oder dreifach i.n. Immunisierung mit M. pneumoniae M129. Die arithmetischen Mittelwerte der 
OD450/620-Werte mit zugehöriger Standardabweichung wurden aus vier Parallelen berechnet.







RP1 0,036 ± 0,003 0,036 ± 0,003
RP2 0,016 ± 0,002 0,057 ± 0,002
RP3ST1 0,030 ± 0,011 1,208 ± 0,039
RP4 0,140 ± 0,006 0,155 ± 0,004
RP5 0,042 ± 0,010 1,001 ± 0,049
RP6 0,012 ± 0,003 0,104 ± 0,004
RP7 0,023 ± 0,002 1,374 ± 0,046
RP8 0,027 ± 0,005 0,137 ± 0,005
RP9 0,010 ± 0,000 0,016 ± 0,001
RP10 0,035 ± 0,022 0,659 ± 0,070
RP11 0,045 ± 0,009 0,081 ± 0,014
RP12 0,029 ± 0,003 0,063 ± 0,007
RP13ST1/2 0,045 ± 0,005 1,099 ± 0,183
RP14 2,984 ± 0,124 3,363 ± 0,071
RP15 0,032 ± 0,003 0,185 ± 0,002
RP30 1,870 ± 0,068 2,974 ± 0,257
RP65 0,019 ± 0,001 0,048 ± 0,025
Tab. A3. ELISA-Reaktion der von den variablen Bereichen des P1-Adhäsins abgeleiteten re-
kombinanten Proteine RP3ST1, RP3ST2, RP13ST1/2 und RP13V2 mit Seren von Meerschweinchen, 
die dreifach s.c. oder i.n. mit dem Gesamtantigen von M. pneumoniae M129 (ST1), FH (ST2) 
oder ST (V2) immunisiert wurden. Als Positivkontrolle und Indikator für die Menge an M. pneumo-
niae-spezifischen Antikörpern in den Meerschweinchenseren wurde das stark antigene rekombinante 
Protein RP14 mitgeführt, welches den konservierten Bereich nahe des C-Terminus des P1 Proteins 
abdeckt. Die arithmetischen Mittelwerte der OD450/620-Werte mit zugehöriger Standardabweichung 
wurden aus vier Parallelen berechnet.
MW ± SD (OD450/620)
Seren RP3ST1 RP3ST2 RP13ST1/2 RP13V2 RP14
anti-M129 (s.c.) 0,040 ± 0,005 0,032 ± 0,002 0,150 ± 0,007 0,122 ± 0,006 3,184 ± 0,052
anti-M129 (i.n.) 1,197 ± 0,060 0,196 ± 0,008 1,189 ± 0,110 0,239 ± 0,010 3,440 ± 0,065
anti-FH (s.c.) 0,035 ± 0,003 0,042 ± 0,003 0,200 ± 0,009 0,073 ± 0,005 3,475 ± 0,074
anti-FH (i.n.) 0,036 ± 0,005 0,580  ± 0,019 1,663 ± 0,062 0,521 ± 0,018 3,623 ± 0,041
anti-ST (s.c.) 0,020 ± 0,003 0,039 ± 0,006 0,027 ± 0,002 0,035 ± 0,002 1,394 ± 0,077
anti-ST (i.n.) 0,042 ± 0,001 0,553 ± 0,033 0,064 ± 0,003 2,151 ± 0,099 3,517 ± 0,017
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Tab. A4. ELISA-Reaktion der von den variablen Bereichen des P1-Adhäsins abgeleiteten re-
kombinanten Proteine RP3ST1, RP3ST2, RP13ST1/2 und RP13V2 mit Akutphaseseren von Patienten 
mit bestätigter M. pneumoniae-Infektion (IgA- und IgM-positiv) und M. pneumoniae-negativen 
Seren. Als Positivkontrolle wurde das stark antigene rekombinante Protein RP14 mitgeführt, welches 
den konservierten Bereich nahe des C-Terminus des P1 Proteins abdeckt. Die arithmetischen Mittel-
werte der OD450/620-Werte mit zugehöriger Standardabweichung wurden aus vier Parallelen berechnet.
MW ± SD (OD450/620)
Seren RP3ST1 RP3ST2 RP13ST1/2 RP13V2 RP14
M. pneumoniae-positiv:
1 2,064 ± 0,045 0,332 ± 0,011 0,797 ± 0,019 0,969 ± 0,022 2,647 ± 0,034
2 0,305 ± 0,035 2,797 ± 0,079 1,292 ± 0,038 1,952 ± 0,039 3,774 ± 0,030
3 0,177 ± 0,006 0,196 ± 0,006 1,633 ± 0,005 1,975 ± 0,026 1,165 ± 0,068
4 2,660 ± 0,066 1,049 ± 0,040 1,557 ± 0,028 1,857 ± 0,072 3,323 ± 0,036
5 1,040 ± 0,071 3,626 ± 0,114 0,695 ± 0,012 0,777 ± 0,114 3,647 ± 0,068
6 3,315 ± 0,062 1,556 ± 0,069 1,486 ± 0,045 3,434 ± 0,057 3,933 ± 0,075
M. pneumoniae-negativ:
7 0,077 ± 0,017 0,078 ± 0,005 0,078 ± 0,003 0,163 ± 0,012 0,123 ± 0,029
8 0,067 ± 0,005 0,084 ± 0,003 0,081 ± 0,005 0,103 ± 0,004 0,089 ± 0,003
9 0,039 ± 0,005 0,028 ± 0,001 0,039 ± 0,008 0,040 ± 0,003 0,052 ± 0,004
Tab. A5. ELISA-Reaktion der monospezifischen Seren gegen die rekombinanten Proteine mit 
M. pneumoniae M129-Lysat und intakten Mykoplasmen. Das Präimmunserum eines Meer-
schweinchens (NS) wurde als Negativkontrolle und das polyspezifische Serum eines dreifach s.c. mit 
M. pneumoniae M129 immunisierten Tieres (PS) als Positivkontrolle mitgeführt. Die Ergebnisse sind 
dargestellt als arithmetischer Mittelwert mit zugehöriger Standardabweichung aus drei unabhängigen 
Wiederholungen mit je vier-fünf Parallelen.
Serum
MW ± SD (OD450/620)
OD450/620 (intakte Mykoplamen)
- OD450/620 (Mykoplasmenlysat)
intakte                   
Mykoplamen Mykoplasmenlysat
NS 0,121 ± 0,017 0,073 ± 0,026 0,047
PS 3,381 ± 0,048 3,027 ± 0,130 0,354
anti-RPADK 0,488 ± 0,085 0,160 ± 0,030 0,329
anti-RP1 0,360 ± 0,075 0,286 ± 0,075 0,074
anti-RP2 2,364 ± 0,132 0,588 ± 0,106 1,776
anti-RP3ST1 1,634 ± 0,119 0,236 ± 0,069 1,398
anti-RP4 2,070 ± 0,091 0,198 ± 0,044 1,872
anti-RP5 1,971 ± 0,148 0,205 ± 0,032 1,766
anti-RP6 0,899 ± 0,072 0,110 ± 0,020 0,789
anti-RP7 1,563 ± 0,096 0,154 ± 0,029 1,408
anti-RP8 0,219 ± 0,043 0,113 ± 0,030 0,106
anti-RP9 0,768 ± 0,047 0,121 ± 0,013 0,647
anti-RP10 2,021 ± 0,116 0,241 ± 0,046 1,780
anti-RP11 0,417 ± 0,076 0,447 ± 0,160 -0,031
anti-RP12 0,299 ± 0,054 0,226 ± 0,082 0,073
anti-RP13ST1/2 0,485 ± 0,090 0,390 ± 0,139 0,095
anti-RP14 2,447 ± 0,115 0,353 ± 0,081 2,094
anti-RP15 0,330 ± 0,050 0,150 ± 0,041 0,180
anti-RP30 1,250 ± 0,245 1,738 ± 0,269 -0,488
anti-RP65 0,804 ± 0,158 1,953 ± 0,241 -1,148
anti-RP90 1,924 ± 0,108 0,182 ± 0,025 1,742
anti-RP01 2,426 ± 0,215 3,029 ± 0,149 -0,603
Tab. A6. Für die Herstellung der rekombinanten Proteine verwendete Primer mit Sequenz und Lokalisation sowie das jeweils verwendete Template, die 
Annealingtemperatur und Produktlänge des Amplifikates. Die angefügten LIC-Sequenzen sind einfach und Restriktionsschnittstellen doppelt unterstrichen. 
Stopp-Codons sind fett gedruckt und Mutationen grau hinterlegt. P steht für eine 5´-Phosphorylierung des Primers.
PCR




Herstellung des rekombinanten Proteins RP4:
M.p.113f CCA ACA GTG AAA CGA GGT C MPN141: nt 522 - 540 M. pneumoniae M129 
genomische DNA
58°C 1553 bp
M.p.1r ATT TGG CAT CAT CCT TAC C MPN141: nt 2056 - 2074
P23f CG GAC TCG GAG GAC AAT GG MPN141: nt 884 - 902
Amplifikat der ersten 
PCR mit M.p.113f + 
M.p.1r
67°C 1128 bp
P23TGA1 P-CTC CCC AAA TGG TCC GCC TCG MPN141: nt 1096 - 1116
P23TGA3 P-GA ACG CCC AAG TGG AAC CAC CAC MPN141: nt 1223 - 1245
P1Mr GGA TTG GAC GGT CTT GTC MPN141: nt 1994 - 2011
P23f s.o. s.o.
Amplifikat der ersten 
MMR
67°C 519 bp
P23TGA2 P-C TAT CCG CCC AGT TGG AGA ACG C MPN141: nt 1206 - 1228
P23TGA4 P-C GGT TTG TGG GAC TGG AAG GCG MPN141: nt 1245 - 1266
P23r AGC CCT GCT TGG TGT TTT CA MPN141: nt 1383 - 1402
ExpP23f GAC GAC GAC AAG ATA TGG TCC GCC TCG ATC CTG MPN141: nt 1104 - 1122
Amplifikat der zwei-
ten MMR
65°C 157 bpExpP23r GAG GAG AAG CCC GGT TAC CAG TCC CAC AAA CCG TGG 
TG
MPN141: nt 1240 - 1260
Herstellung des rekombinanten Proteins RP90:
ExpP90f GAC GAC GAC AAG ATA ACC AAC ACC GCC TCG CAC MPN142: nt 2241 - 2259
M. pneumoniae M129 
genomische DNA
58°C 1446 bpExpP90r GAG GAG AAG CCC GGT TTA AGC CTT TTT AGG TGG TTG 
GAC
MPN142: nt 3634 - 3657
Herstellung des rekombinanten Proteins RP01:
ExpP01f GAC GAC GAC AAG ATG GAG TTT TTA GAA CAA GAA GGC MPN474: nt 1 - 24 M. pneumoniae M129 
genomische DNA
58°C 3129 bp
ExpP01r GAG GAG AAG CCC GGT TTA CTG CTT GCC ATT GAT CTT AG MPN474: nt 3080 - 3102
Herstellung des rekombinanten Proteins RPADK:
ExpADKf GAC GAC GAC AAG ATA GTA GCC AAC ACC ACC G MPN185: nt 69 - 85 M. pneumoniae M129 
genomische DNA
55°C 198 bp








Herstellung des rekombinanten Hybridproteins HP4/6/11/15:
ExpP23f GAC GAC GAC AAG ATA TGG TCC GCC TCG ATC CTG MPN141: nt 1104 - 1122
pET-30-RP4 69°C 180 bp
P23ecoR ATA GAA TTC CCA GTC CCA CAA ACC GTG GTG G MPN141: nt 1239 - 1260
P11ecoF TTA GAA TTC CCA TAT GCC TTA CTG TTC TCA MPN141: nt 1621 - 1641 M. pneumoniae M129 
genomische DNA
58°C 297 bp
P11pstR ATT CTG CAG TCC GTA GGG TGT GAA GAG MPN141: nt 1882 - 1899
P1P1pstF TTA CTG CAG ACG CCC CAG GAC GTC GGT MPN141: nt 3295 - 3312 M. pneumoniae M129 
genomische DNA
69°C 198 bp
P1P1xbaR TAT TCT AGA GGG CCG GGG GGC CCA AAT MPN141: nt 3457 - 3474
P18xbaF ATA TCT AGA CCT GAT TAC GTG TTG CCG MPN141: nt 4558 - 4575
M. pneumoniae M129 
genomische DNA
58°C 414 bpMpP1Cr CTA GTG ACA ACG TCC CTA G M129-Genom: 
nt 185801 - 185819
ExpP23f s.o. s.o.
Ligationsprodukt 62°C 989 bp
ExpP1Cr GAG GAG AAG CCC GGT TAA GCG GGT TTT TTA GGT GG MPN141: nt 4864-4883
Herstellung des rekombinanten Hybridproteins HP14/30:
P12f GAC GAC GAC AAG ATA TCG CTC AAA ACA ACG ACA CCG MPN141: nt 3859 - 3879 M. pneumoniae M129 
genomische DNA
60°C 720 bp
P12r ATT CTG CAG CTG GTT AAA CGG ACT AAA CAA GGT TTG G MPN141: nt 4527 - 4554
P30f TAT CTG CAG ATG CTA GTG CTG TTC AGC GCT TTA ATA G MPN453: nt 49-76








Ligationsprodukt 60°C 1521 bp
P30r s.o. s.o.
Herstellung des rekombinanten Hybridproteins HP30/14:
RekP30F GAC GAC GAC AAG ATG CTA GTG CTG TTC AG MPN453: nt 49 - 65 M. pneumoniae M129 
genomische DNA
58°C 798 bp
RekP30nR AAT ATA CTG CAG GCG TTT TGG TGG AAA ACC G MPN453: nt 804 - 822
RekP12nF TAA AAT CTG CAG TCG CTC AAA ACA ACG ACA CC MPN141: nt 3859 - 3878
M. pneumoniae M129 
genomische DNA
58°C 728 bpRekProtP12ru GAG GAG AAG CCC GGT TAC TGG TTA  AAC GGA CTA AAC 
AAG G
MPN141: nt 4532 – 4554
RekP30F s.o. s.o.





Tab. A7. Bindung der rekombinanten Proteine RP1-RP15, RP30, RP65, HP14/30 und des Ge-
samtantigens von M. pneumoniae M129 an HeLa-Zellen oder MRC-5 Lungenfibroblasten und 
Nachweis unspezifischer Bindungen der Proteine an die unbeladene (nur Carbonatpuffer) oder 
mit BSA beladene Oberfläche der Mikrotiterplatte. Die jeweils gemessenen OD450/620-Werte wur-
den mit der spezifischen Reaktion jedes Proteins mit dem entsprechenden Antiserum abgeglichen. 
Dargestellt ist der Mittelwert mit entsprechender Standardabweichung aus vier Parallelen.
MW ± SD (OD450/620)
Beladung: Carbonatpuffer BSA HeLa MRC-5




























































































































































































































































































Tab. A8. Bindung ausgewählter rekombinanter Proteine an HeLa-Zellen nach Vorinkubation 
der Proteine mit den jeweils spezifischen Antiseren (anti-RP) und Seren von Meerschweinchen 
nach dreifach s.c. Immunisierung (anti-M129, s.c.) oder dreifach i.n. Stimulation mit M. pneu-
moniae M129 (anti-M129, i.n.). Die ermittelten OD450/620-Werte nach Vorinkubation der rekombinan-
ten Proteine mit PBS wurden einer 100%igen Bindung des Proteins gleichgesetzt. Dargestellt ist der 
Mittelwert mit entsprechender Standardabweichung aus sechs Parallelen.
MW ± SD (OD450/620)
PBS
anti-RP anti-M129 (s.c.) anti-M129 (i.n.)































































































































MW ± SD (%)
PBS
anti-RP anti-M129 (s.c.) anti-M129 (i.n.)

































































































































Tab. A9. Bindung von Mykoplasmen-gekoppelten Microbeads an HeLa-Zellen. Es wurde der 
Wildtypstamm M. pneumoniae M129 sowie die Mutanten B170 (∆P40, ∆P90) und IV22a (∆P1, 
∆P40, ∆P90) getestet. Der Quotient der OD660-Werte von Zellfraktion (Z) und Überstand (Ü) nach 
Inkubation mit den M129-gekoppelten Beads wurde 100% gesetzt (sechs Parallelen).
beladene 
Beads
MW ± SD (OD660) MW ± SD (%)
Z Ü Z/Ü Z/Ü
M129 3,393 ± 0,177 0,490 ± 0,043 6,956 ± 0,611 100,0 ± 8,8
B170 1,383 ± 0,113 1,293 ± 0,037 1,071 ± 0,104 15,4 ± 1,5
IV22a 1,044 ± 0,114 1,105 ± 0,027 0,946 ± 0,119 13,6 ± 1,7
Tab. A10. Bindung von M. pneumoniae M129-gekoppelten Beads an HeLa-Zellen nach Vorin-
kubation mit einer Verdünnungsreihe von Seren nach dreimaliger s.c. Immunisierung von 
Meerschweinchen mit M. pneumoniae M129 oder den Mutanten B170 bzw. IV22a. Der Quotient 
der OD660-Werte von Zellfraktion (Z) und Überstand (Ü) nach Vorinkubation der Beads mit PBS wur-
de auf 100% Adhärenz (vier Parallelen).
MW ± SD (OD660) MW ± SD (%)
Serum Verdünnung Z Ü Z/Ü Z/Ü
PBS 3,504 ± 0,346 0,433 ± 0,045 8,102 ± 0,035 100,0 ± 0,4
anti-M129
1:20 1,945 ± 0,146 1,170 ± 0,066 1,671 ± 0,219 20,6 ± 2,7
1:50 2,691 ± 0,200 0,962 ± 0,026 2,799 ± 0,246 34,5 ± 3,0
1:100 3,379 ± 0,329 0,688 ± 0,036 4,912 ± 0,394 60,6 ± 4,9
anti-B170
1:20 2,353 ± 0,375 0,947 ± 0,062 2,503 ± 0,507 30,9 ± 6,3
1:50 3,406 ± 0,087 0,644 ± 0,020 5,288 ± 0,145 65,3 ± 1,8
1:100 3,306 ± 0,016 0,545 ± 0,032 6,079 ± 0,339 75,0 ± 4,2
anti-IV22a
1:20 3,470 ± 0,097 0,640 ± 0,025 5,421 ± 0,074 66,9 ± 0,9
1:50 3,664 ± 0,085 0,533± 0,040 6,889 ± 0,372 85,0 ± 4,6
1:100 3,452 ± 0,085 0,398 ± 0,031 8,689 ± 0,457 107,2 ± 5,6
Tab. A11. Relative Fluoreszenzintensität der humanen Zellen nach 0, 0,5, 1, 2 und 4 Stunden 
Inkubation mit FITC-markierten Mykoplasmen, die zuvor mit Präimmunserum (1:10-
verdünnt) eines Meerschweinchens behandelt wurden. Der gemessene Wert nach vierstündiger 
Inkubation wurde 100% gesetzt.
Fluoreszenzintensität (%)
Zelllinie 0 h 0,5 h 1 h 2 h 4 h
HBEpC 9,1 41,6 62,6 68,9 100,0
MRC-5 7,8 63,3 79,1 86,4 100,0
HeLa 19,3 91,6 102,0 101,9 100,0
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Tab. A12. Bestimmung der Nachweisgrenze des Durchflusszytometrie-basierten in vitro Adhä-
renzhemmtests mit HBEpC. Eine 1:2-Verdünnungsreihe einer FITC-markierten Mykoplasmensus-
pension wurde nach Vorinkubation mit Präimmunserum (1:10-verdünnt) mit HBEpC inkubiert. Pro 
Ansatz wurde die mittlere Fluoreszenzintensität der Zellen mittels Durchflusszytometrie gemessen, die 
Menge an CFU bestimmt und die statistische Menge an Mykoplasmen pro Zelle berechnet. Dargestellt 




relative Adhärenz (%) CFU/Zelle
V1 V2 V3 MW ± SD V1 V2 V3 MW ± SD
1:5 100,0 100,0 100,0 100,0 ± 0,0 165,2 204,2 142,7 170,7 ± 31,1
1:10 40,1 41,4 34,9 38,8 ± 3,4 90,1 104,1 63,9 86,0 ± 20,4
1:20 16,9 20,2 21,7 19,6 ± 2,5 40,8 51,3 31,1 41,0 ± 10,1
1:40 11,5 7,5 8,6 9,2 ± 2,1 20,9 25,4 16,1 20,8 ± 4,7
1:80 2,3 1,9 2,5 2,3 ± 0,3 7,7 - 6,4 7,0 ± 0,9
1:160 1,3 1,2 2,0 1,5 ± 0,4 3,8 5,4 3,3 4,1 ± 1,1
Tab. A13. Adhärenz von M. pneumoniae M129 an humane Zellen nach Vorinkubation der My-
koplasmen mit den monospezifischen Seren gegen die rekombinanten Proteine RP1-RP15, 
RP30, RP65, RP90 und RP01 (1:10-verdünnt). Negativkontrollen: Präimmunserum eines Meer-
schweinchens (NS), anti-RPADK; Positivkontrolle: anti-M. pneumoniae M129 (s.c.; PS). Der Test 
wurde mit je zwei bis drei Parallelen mindestens dreimal wiederholt. Dargestellt sind die relativen 
arithmetischen Mittelwerte mit zugehörigen Standardabweichungen bezogen auf die Kontrolle anti-
RPADK (= 100% Adhärenz). Signifikante Reduktion der Mykoplasmenadhärenz im Vergleich zu 
anti-RPADK: * p p
HBEpC MRC-5 HeLa
Serum MW ± SD (%) p MW ± SD (%) p MW ± SD (%) p
nur Zellen 0,8 ± 0,1 2,5 ± 0,4 1,6 ± 0,6
Sofortiges Abstoppen der Interaktion zwischen Mykoplasmen und Zellen (T0):
NS 12,6 ± 6,8 10,2 ± 6,0 6,9 ± 1,4
Abstoppen der Interaktion zwischen Mykoplasmen und Zellen nach 1 h (T1):
NS 108,4 ± 0,0 131,2 ± 0,0 110,0 ± 0,0
anti-RPADK 100,0 ± 4,7 100,0 ± 2,1 100,0 ± 9,8
PS 4,2 ± 1,3 0,0001** 8,4 ± 2,1 0,0000** 13,4 ± 6,7 0,0004**
anti-RP1 101,9 ± 4,8 101,8 ± 19,0 90,5 ± 10,6 0,4998
anti-RP2 108,4 ± 4,5 108,4 ± 6,2 90,8 ± 14,9 0,5000
anti-RP3ST1 105,6 ± 4,9 126,7 ± 13,2 108,6 ± 4,6
anti-RP4 98,3 ± 17,9 0,5000 104,7 ± 13,9 94,2 ± 8,1 0,5000
anti-RP5 110,3 ± 4,4 95,1 ± 11,8 0,5000 95,4 ± 9,7 0,5000
anti-RP6 106,8 ± 12,2 96,0 ± 2,4 0,3915 96,2 ± 10,4 0,5000
anti-RP7 105,1 ± 9,7 135,6 ± 12,6 107,2 ± 4,6
anti-RP8 105,6 ± 11,7 104,4 ± 5,7 94,5 ± 9,3 0,5000
anti-RP9 102,9 ± 5,0 101,9 ± 11,4 88,4 ± 10,9 0,4968
anti-RP10 103,5 ± 7,4 76,1 ± 12,3 0,1909 97,0 ± 9,8 0,5000





Serum MW ± SD (%) p MW ± SD (%) p MW ± SD (%) p
anti-RP13ST1/2 101,2 ± 2,6 115,0 ± 13,8 102,7 ± 3,6
anti-RP14 5,3 ± 1,3 0,0001** 41,1 ± 11,9 0,0163* 74,7 ± 6,2 0,1193
anti-RP15 107,1 ± 15,3 115,7 ± 8,7 92,9 ± 4,7 0,4997
anti-RP30 72,4 ± 6,9 0,0189* 60,7 ± 13,6 0,1480 68,2 ± 5,3 0,0485*
anti-RP65 104,0 ± 3,6 115,4 ± 9,6 99,9 ± 7,1 0,5000
anti-RP90 100,7 ± 4,6 110,4 ± 13,0 99,9 ± 1,2 0,5000
anti-RP01 106,3 ± 19,3 127,9 ± 17,1 100,5 ± 12,6
Tab. A14. Adhärenz von M. pneumoniae M129 an HBEpC nach Vorinkubation der Mykoplas-
men mit verschiedenen Verdünnungen der Seren gegen die rekombinanten Proteine RP2, RP4, 
RP10 und RP30. Dargestellt sind die relativen arithmetischen Mittelwerte mit zugehörigen Standard-
abweichungen aus mindestens zwei unabhängigen Versuchen mit je drei Parallelen bezogen auf den 
Effekt des Präimmunserums (100%).
Serum-
verdünnung
anti-RP2 anti-RP4 anti-RP10 anti-RP30
MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
1:5 99,6 ± 18,8 105,8 ± 27,5 94,2 ± 7,8 24,9 ± 5,1
1:10 100,8 ± 9,5 98,3 ± 1,3 86,3 ± 0,9 60,0 ± 0,3
1:20 112,8 ± 20,4 120,2 ± 12,1 91,0 110,7 ± 7,9
Tab. A15. Ergebnisse des ELISA-Tests mit dem Gesamtantigen von M. pneumoniae M129 und 
den Seren (s.c.) gegen die Einzelpeptide RP4, RP6, RP11, RP15, das Hybridprotein HP4/6/11/15 
und dem Serums eines dreifach s.c. mit M. pneumoniae M129 immunisierten Meerschweinchens. 




MW ± SD MW ± SD
anti-RP4 0,198 ± 0,044 6,5 ±1,4
anti-RP6 0,110 ± 0,020 3,6 ± 0,6
anti-RP11 0,447 ± 0,160 14,8 ± 5,3
anti-RP15 0,150 ± 0,041 5,0 ± 1,4
anti-HP4/6/11/15 0,719 ± 0,094 23,7 ± 3,1
anti-M. pneumoniae M129 3,027 ± 0,130 100,0 ± 4,3
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Tab. A16. ELISA-Reaktion der rekombinanten Proteine RP14 und RP30, der Hybridproteine 
HP14/30 und HP30/14 und dem Gesamtantigen von M. pneumoniae M129 mit Akutphaseseren 
von Patienten mit bestätigter M. pneumoniae-Infektion (IgA-/ IgM-positiv). Die OD450/620-Werte 
(nach Abzug der PBS-Kontrolle) nach Inkubation der Seren mit dem Gesamtantigen wurden auf 100% 
gesetzt.
Serum
MW ± SD (OD450/620) MW ± SD (%)









































































































































































































MW: 51,2 50,3 112,8 116,7 100,0
Median: 28,5 36,5 76,5 89,7 100,0
Tab. A17. ELISA-Reaktion der rekombinanten Proteine RP14 und RP30, der Hybridproteine 
HP14/30 und HP30/14 und dem Gesamtantigen von M. pneumoniae M129 mit Seren von Meer-
schweinchen nach dreimaliger s.c. Immunisierung bzw. i.n. Infektion mit M. pneumoniae M129. 
Die OD450/620-Werte (nach Abzug der PBS-Kontrolle) nach Inkubation der Seren mit dem Gesamtanti-
gen wurden auf 100% gesetzt.
Serum
MW ± SD (OD450/620)
RP14 RP30 HP14/30 HP30/14 M129






















MW ± SD (%)
RP14 RP30 HP14/30 HP30/14 M129






















Tab. A18. Immunisierungs- und Infektionsschema der durchgeführten Tierversuche.
a ein Tier dieser Gruppe verstarb nach der ersten Boosterung
b ein Tier dieser Gruppe verstarb nach der zweiten Boosterung
+ einmalige Infektion der Tiere mit M. pneumoniae




Grundimmunisierung 1. Boosterung 2. Boosterung
InfektionAntigen Zusatz Antigen Zusatz Antigen Zusatz
I
1 3 - - - +
2 3 s.c. HP14/30 FKA s.c. HP14/30 IFA s.c. HP14/30 IFA +
3 3 s.c. HP30/14 FKA s.c. HP30/14 IFA s.c. HP30/14 IFA +
II 1 5 - - - +
2 5 s.c. HP14/30 FKA s.c. HP14/30 IFA s.c. HP14/30 IFA +
III 1 3
s.c. HP14/30 FKA i.n. HP14/30 - i.n. HP14/30 - -
2 2a s.c. HP14/30 FKA i.n. HP14/30 MALP-2 
(5 µg)




1 3 - - - +
2 3 s.c. HP14/30 + RP01 FKA i.n. HP14/30 + RP01 - i.n. HP14/30 + RP01 - +
3 2b s.c. RP01 FKA i.n. RP01 - i.n. RP01 - +
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Tab. A19. ELISA-Reaktivitäten der Seren, BALs und Trachealabstriche der unbehandelten und immunisierten Meerschweinchen aller durchgeführten 
Tierversuche mit M. pneumoniae-Gesamtantigen. Mitgeführt wurden die Antiseren gegen die Einzelpeptide RP14 und RP30 und als Positivkontrollen das 
Serum eines dreifach s.c. mit M. pneumoniae M129 immunisierten Tieres und die BAL eines dreifach i.n. infizierten Tieres. Es sind die Mittelwerte (OD450/620)
mit zugehörigen Standardabweichungen aus mindestens vier Parallelen sowie die relativen Werte bezogen auf die jeweilige Positivkontrolle (100%) dargestellt.
Serum BAL Trachealabstrich
Gesamt-Ig IgA Gesamt-Ig IgA Gesamt-Ig IgA
MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD





























Der OD450/620-Wert der BAL eines dreifach mit M. 
pneumoniae immunisierten Tieres wurde ebenfalls 











































































































































Gesamt-Ig IgA Gesamt-Ig IgA Gesamt-Ig IgA
MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD









































































































































































































































Gesamt-Ig IgA Gesamt-Ig IgA Gesamt-Ig IgA
MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
Immunisierung Tier OD450/620 % OD450/620 % OD450/620 % OD450/620 % OD450/620 % OD450/620 %
Tierversuch III:
HP14/30























































(1x s.c. und 























































































































































































































































































































Tab. A 20. Quantifizierung der M. pneumoniae-Reisolate aus BAL und Trachealabstrich der unbehandelten und immunisierten Meerschweinchen der 
Tierversuchsreihen I, II und IV.
BAL Trachealabstrich



















± 2,5 × 104
100,0
± 128,6
0 1,2 × 104
4,0 × 104
± 4,5 × 104
100,0
± 111,8
2 995 8,0 × 103 0 1,6 × 104










± 2,9 × 103
26,3
± 15,4
0 3,8 × 103
2,5 × 103
± 1,8 × 103
6,3
± 4,6
5 40 6,1 × 103 0 3,3 × 103










± 8,2 × 103
50,7
± 43,0
0 7,7 × 103
1,1 × 104
± 6,8 × 103
28,2
± 17,0
8 60 1,1 × 104 0 1,9 × 104




















± 4,3 × 105
100,0
± 221,9
2 975 1,0 × 104 945 4,4 × 103
3 1.045 1,5 × 104 205 1,7 × 103
4 25.968 2,1 × 105 154.485 9,7 × 105




















± 4,0 × 104
18,3
± 20,7
7 1.565 1,7 × 104 345 4,5 × 103
8 1.175 2,5 × 104 16.235 5,3 × 104
9 590 5,0 × 103 1.752 2,3 × 104




















± 1,7 × 105
100,0
± 81,9
2 50 1,3 × 104 75 8,5 × 104
3 30 1,2 × 104 55 1,4 × 105
RP01


















± 1,0 × 105
57,2
± 49,6
5 440 2,3 × 104 525 1,7 × 105
6 0 7,8 × 101 5 7,8 × 102
HP14/30 + RP01





5,1 × 102 3,6 × 102







2,4 × 103 7,5 × 103
± 7,3 × 103
3,6
± 3,48 15 2,2 × 102 0 1,3 × 104
a  arithmetischer Mittelwert der Kontrollgruppe entspricht 100%.;  Bestimmung der Genomkopien(GK)/ml über b die P1-Gen-basierte real-time PCR oder   c die RepMP1-basierte real-time PCR
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Tab. A21. Für den Nachweis von M. pneumoniae mittels qRT-PCR verwendete Primer mit Sequenz und Lokalisation sowie das jeweils verwendete 
Template, die Annealingtemperatur und Produktlänge des Amplifikates. 
PCR




P1-Gen-basierte real-time PCR zum Nachweis von M. pneumoniae
MpLCP1F CGC TTA CTG TAC GAT GAA CTT GAA A P1-Gen: nt 1804 - 1828 pET-30-P1 bzw. ge-
nomische DNA aus 
respiratorischen Pro-
ben
63°C 91 bpMpLCP1R AGG GTG TGA AGA GTT GCA AGT CT P1-Gen: nt 1872 - 1894
MpLCP1S FAM-CAA CCT GAA CTT AGT AGC GCA AGG CCA A-TAMRA P1-Gen: nt 1830 - 1857
Plasmidstandard für P1-Gen-basierte real-time PCR
MpP1F GAC GAC GAC AAG ATG GAT GGC AGT TGC TGG C P1-Gen: nt 1718 - 1734 M. pneumoniae M129 
genomische DNA
60°C 177 bp
MpP1R GAG GAG AAG CCC AGG GTG TGA AGA GTT GCA AGT P1-Gen: nt 1874 - 1894
RepMP1-basierte real-time PCR zum Nachweis von M. pneumoniae
MpLCrepF TCT TTA CGC GTT ACG TAT TC siehe Abb. A1 pET-30-repMp1 bzw. 
genomische DNA aus 
respiratorischen Pro-
ben
53°C 89 bpMpLCrepR AGT GTG AGG AAT TCT CTG GCA siehe Abb. A1
MpLCrepS FAM-TTC ACT GGT ATA ACC GGT TTG TTA AG-TAMRA siehe Abb. A1
Plasmidstandard für RepMP1-basierte real-time PCR
MprepF GAC GAC GAC AAG ATA AAC TTT ATA TTC GTT AAA TTC 
M. pneumoniae M129-
Genom: nt 76790 - 76811 M. pneumoniae M129 
genomische DNA
63°C 184 bp
MprepR GAG GAG AAG CCC GAA TTC CAT GAC ATG GTA
M. pneumoniae M129-
Genom: nt 76956 - 76973





Tab. A22. Ergebnisse der Amplifikation Targetsequenz-tragender Plasmide und genomischer 
DNA verschiedener M. pneumoniae-Stämme mit der RepMP1- und P1-basierten real-time PCR. 
Für jede Probe sind der arithmetische Mittelwert der CT-Werte aus acht Wiederholungen, die zugehö-





Genomkopien/PCR ± SD (% Varianz)
P1-basierte RepMP1-basierte
real-time PCR real-time PCR
Plasmid           
pET-30-P1
102 GK/PCR M129 36,45 ± 0,37 (1,0)
104 GK/PCR (Subtyp 1) 29,22 ± 0,08 (0,3)
106 GK/PCR 22,21 ± 0,07 (0,3)
Plasmid               
pET-30-
RepMP1
102 GK/PCR M129 35,19 ± 0,30 (0,8)
104 GK/PCR (Subtyp 1) 28,43 ± 0,14 (0,5)




0,2 CFU/PCR M129 n.a. (CT > 42) 34,16 ± 0,22 (0,6)
(0,4 fg DNA/PCR) (Subtyp 1)
1,9 CFU/PCR 40,56 ± 1,25 (3,1) 33,64 ± 0,31 (0,9)
(4,2 fg DNA/PCR)







29,98 ± 0,08 (0,3) 26,02 ± 0,06 (0,2)
4817
(Variante 1)
30,95 ± 0,10 (0,3) 26,05 ± 0,09 (0,3)
ST
(Variante 2)




Tab. A23. Ergebnisse der RepMP1- und P1-basierten real-time PCR von 25 respiratorischen 
Proben (BAL, Nasopharyngeal- und Pharyngealabstrich) von Patienten mit bestätigter 
M. pneumoniae-Pneumonie. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte der detektierten Genom-
kopien/PCR mit zugehörigen Standardabweichungen aus drei unabhängigen Wiederholungen. Für jede 
Probe wurde der Faktor aus der ermittelten Menge an Genomkopien/PCR mit der RepMP1-basierten
PCR im Vergleich zum P1-basierten PCR-System berechnet. Im Durchschnitt wurde mit der RepMP1-









Subtyp 1 CAP-1 7,3 × 101 ± 4,0 × 101 3,4 × 103 ± 4,5 × 101 46,6
CAP-2 1,3 × 102 ± 3,2 × 101 7,1 × 103 ± 2,6 × 102 54,6
CAP-3 9,8 × 103 ± 1,2 × 103 1,3 × 105 ± 4,7 × 102 13,3
CAP-4 5,0 × 104 ± 1,8 × 103 7,4 × 105 ± 1,6 × 104 14,8
CAP-5 7,3 × 103 ± 5,2 × 102 1,4 × 105 ± 2,1 × 103 19,2
CAP-6 1,4 × 104 ± 2,1 × 103 2,5 × 105 ± 5,4 × 104 17,9
CAP-7 1,8 × 103 ± 4,3 × 101 2,0 × 104 ± 1,0 × 104 11,1
CAP-8 1,0 × 104 ± 5,8 × 102 2,0 × 105 ± 1,3 × 104 20,0
CAP-9 2,3 × 105 ± 2,0 × 104 1,1 × 107 ± 3,0 × 106 47,8
CAP-10 2,7 × 103 ± 1,8 × 102 2,0 × 104 ± 4,0 × 103 7,4
CAP-11 2,0 × 106 ± 5,2 × 105 7,7 × 107 ± 2,0 × 106 38,5
CAP-12 4,2 × 103 ± 1,7 × 103 1,2 × 104 ± 2,1 × 103 2,9
Subtyp 2 CAP-13 4,4 × 102 ± 1,0 × 101 1,9 × 103 ± 1,1 × 102 4,3
CAP-14 8,0 × 104 ± 2,8 × 103 9,8 × 105 ± 1,0 × 104 12,3
CAP-15 7,0 × 102 ± 2,1 × 101 1,2 × 104 ± 8,5 × 102 17,1
CAP-16 4,0 × 103 ± 6,8 × 101 6,9 × 104 ± 5,2 × 103 17,3
CAP-17 2,7 × 103 ± 6,5 × 101 6,2 × 104 ± 1,4 × 103 23,0
CAP-18 3,9 × 103 ± 3,5 × 102 4,9 × 104 ± 1,2 × 104 12,6
Variante 2 CAP-19 4,0 × 103 ± 1,2 × 102 1,2 × 105 ± 7,6 × 102 30,0
CAP-20 9,5 × 104 ± 5,4 × 103 2,4 × 106 ± 9,8 × 104 25,3
CAP-21 5,0 × 104 ± 8,0 × 103 1,3 × 106 ± 8,3 × 104 26,0
CAP-22 2,7 × 103 ± 3,8 × 102 5,6 × 104 ± 1,8 × 103 20,7
CAP-23 1,6 × 105 ± 2,6 × 103 2,2 × 106 ± 1,2 × 105 13,8
CAP-24 1,8 × 105 ± 3,0 × 103 4,5 × 106 ± 1,0 × 106 25,0
CAP-25 2,2 × 105 ± 1,6 × 104 4,1 × 106 ± 3,4 × 105 18,6
∑ 21,6




Tab. A24. Adhärenz von M. pneumoniae M129 an HBEpC, MRC-5 und HeLa-Zellen nach Vor-
inkubation der Mykoplasmen mit den in den Tierversuchsreihen gewonnenen Seren gegen die 
Hybridproteine HP30/14 und HP14/30. Negativkontrollen: Präimmunserum eines Meerschwein-
chens (NS), anti-RPADK, Positivkontrolle: anti-M. pneumoniae M129 (s.c.; PS). Dargestellt sind 
die relativen arithmetischen Mittelwerte mit zugehörigen Standardabweichungen bezogen auf die 
Kontrolle anti-RPADK (= 100% Adhärenz) von drei unabhängigen Versuche mit je zwei bis drei Pa-




Serum MW ± SD (%) p MW ± SD (%) p MW ± SD (%) p
nur Zellen 0,8 ± 0,1 2,5 ± 0,4 1,6 ± 0,6
Sofortiges Abstoppen der Interaktion zwischen Mykoplasmen und Zellen (T0):
NS 12,6 ± 6,8 10,2 ± 6,0 6,9 ± 1,4
Abstoppen der Interaktion zwischen Mykoplasmen und Zellen nach 1 h (T1):
NS 108,4 ± 0,0 131,2 ± 0,0 110,0 ± 0,0
anti-RPADK 100,0 ± 4,7 100,0 ± 2,1 100,0 ± 9,8
PS 4,2 ± 1,3 0,0001** 8,4 ± 2,1 0,0000** 13,4 ± 6,7 0,0004**
I anti-HP14/30 
(3x s.c.)
16,6 ± 4,4 0,0001** 18,8 ± 3,6 0,0004** 40,6 ± 11,3 0,0217*
8,3 ± 0,7 0,0002** 65,6 ± 8,1 0,0678 85,9 ± 1,2 0,3074
63,5 ± 8,9 0,0630 18,2 ± 3,3 0,0002** 31,3 ± 6,9 0,0021**
anti-HP30/14
(3x s.c.)
8,2 ± 2,5 0,0000** 36,9 ± 8,3 0,0200* 60,2 ± 5,3 0,0188*
6,4 ± 1,5 0,0001** 32,2 ± 9,8 0,0262* 59,0 ± 6,8 0,0204*
4,2 ± 1,3 0,0001** 9,3 ± 2,6 0,0000** 19,8 ± 4,5 0,0011**
II anti-HP14/30
(3x s.c.)
4,9 ± 1,0 0,0001** 17,1 ± 5,1 0,0023** 48,7 ± 3,2 0,0088*
14,0 ± 5,6 0,0005** 20,9 ± 2,3 0,0000** 51,7 ± 5,1 0,0083*
17,6 ± 7,3 0,0026** 17,2 ± 5,9 0,0040** 35,5 ± 6,7 0,0027**
24,7 ± 10,4 0,0164* 15,2 ± 2,6 0,0000** 41,3 ± 4,0 0,0044**
25,0 ± 1,0 0,0003** 19,6 ± 4,2 0,0010** 44,7 ± 11,2 0,0074*
III anti-HP14/30
(1x s.c. + 2x i.n.)
5,3 ± 1,3 0,0001** 40,4 ± 2,9 0,0002** 85,8 ± 6,5 0,3862
4,6 ± 1,1 0,0001** 34,1 ± 2,5 0,0000** 80,3 ± 3,0 0,1730
anti-HP14/30
(1x s.c. + 2x i.n. 
mit MALP-2)
4,5 ± 1,1 0,0001** 34,5 ± 1,1 0,0000** 81,9 ± 4,2 0,2221
4,4 ± 1,5 0,0001** 26,6 ± 3,8 0,0007** 77,2 ± 6,0 0,1298
5,1 ± 1,0 0,0002** 40,1 ± 1,7 0,0000** 86,8 ± 7,9 0,4612
Tab. A25. Adhärenz von M. pneumoniae M129 an HBEpC nach Vorinkubation der Mykoplas-
men mit verschiedenen Verdünnungen der Seren gegen RP14, RP30, das Hybridprotein 
HP14/30 und M. pneumoniae M129 (dreifach s.c.; PS). Dargestellt sind die relativen arithmetischen 
Mittelwerte mit zugehörigen Standardabweichungen aus mindestens zwei unabhängigen Versuchen 
mit je zwei bis drei Parallelen bezogen auf den Effekt des Präimmunserums (= 100% Adhärenz).
Serum-
verdünnung
anti-RP14 anti-RP30 anti-HP14/30 PS
MW ± SD MW ± SD MW ± SD MW ± SD
1:10 7,5 ± 4,3 60,0 ± 0,3 7,1 ± 2,9 6,6 ± 2,8
1:20 9,1 ± 3,2 113,6 ± 8,1 6,7 ± 2,6 6,8 ± 3,2
1:40 9,6 ± 2,8 7,7 ± 2,5 6,9 ± 2,8
1:80 38,2 ± 7,3 8,8 ± 2,5 7,8 ± 3,5
1:160 97,6 ± 14,1 21,4 ± 10,9 34,5 ± 15,8
1:320 69,8 ± 29,7 106,3 ± 21,9
1:640 117,0 ± 0,0
Tab. A26. Serologische Analyse der in den Tierversuchen gewonnenen Seren gegen die Hybridproteine HP14/30 und HP30/14: A. ELISA-Reaktivität der 
Seren mit intakten M. pneumoniae M129-Zellen. B. Immunoblot der Seren mit dem Gesamtantigen von M. pneumoniae M129 und Quantifizierung der Chemo-
lumineszenz (P1- und P30-Bande).
A. ELISA B. Immunoblot
MW ± SD (OD450/620) Intensität der Bande (RLU)
Nr. Seren 1:100 1:400 1:1600 1:6400 1:25.600 P1-Bande P30-Bande
anti-M. pneumoniae M129 (s.c.) 3,371 ± 0,026 3,160 ± 0,126 2,839 ± 0,000 2,129 ± 0,000 0,966 ± 0,015
I anti-HP14/30 
(3x s.c.)
2,907 ± 0,026 2,767 ± 0,056 2,537 ± 0,087 2,162 ± 0,068 1,100 ± 0,013 1.672.366 1.000.774
2,743 ± 0,017 2,670 ± 0,064 2,436 ± 0,099 2,018 ± 0,092 1,108 ± 0,022 1.277.007 1.122.903
2,999 ± 0,056 2,874 ± 0,024 2,742 ± 0,004 2,455 ± 0,098 1,867 ± 0,018 2.100.240 1.351.342
anti-HP30/14
(3x s.c.)
2,765 ± 0,048 2,555 ± 0,047 2,196 ± 0,039 1,386 ± 0,010 0,476 ± 0,007 914.324 561.614
2,755 ± 0,015 2,516 ± 0,067 2,078 ± 0,120 1,570 ± 0,033 0,750 ± 0,027 938.872 1.270.096
2,774 ± 0,056 2,591 ± 0,062 2,153 ± 0,157 1,359 ± 0,001 0,459 ± 0,005 858.406 617.550
II anti-HP14/30
(3x s.c.)
2,893 ± 0,039 2,663 ± 0,028 2,335 ± 0,091 1,666 ± 0,028 0,681 ± 0,027 888.350 679.483
2,825 ± 0,068 2,593 ± 0,030 2,156 ± 0,133 1,283 ± 0,041 0,433 ± 0,007 766.018 85.707
2,756 ± 0,060 2,621 ± 0,090 2,299 ± 0,132 1,823 ± 0,050 0,845 ± 0,006 1.191.256 162.876
2,641 ± 0,031 2,521 ± 0,078 2,097 ± 0,124 1,372 ± 0,022 0,525 ± 0,015 729.600 108.879
3,083 ± 0,018 2,923 ± 0,023 2,735 ± 0,005 2,300 ± 0,095 1,578 ± 0,031 1.900.499 436.990
III anti-HP14/30 
(1x s.c. und 2x i.n.)
3,051 ± 0,047 2,878 ± 0,070 2,558 ± 0,009 2,041 ± 0,125 0,891 ± 0,011 1.730.837 862.650
2,869 ± 0,052 2,751 ± 0,105 2,446 ± 0,160 1,939 ± 0,059 0,945 ± 0,028 1.682.282 317.803
anti-HP14/30
(1x s.c. und 2x i.n. + MALP-2)
2,894 ± 0,018 2,783 ± 0,102 2,424 ± 0,102 1,777 ± 0,064 0,690 ± 0,025 1.541.168 398.311
3,108 ± 0,011 2,901 ± 0,008 2,623 ± 0,047 2,117 ± 0,007 1,197 ± 0,035 1.714.939 228.798






















§ SOSUI Met-1 bis Ser-36 36 1) Ser-12 bis Phe-34






1) Ile-480 bis Gly-505
2) Ala-530 bis Val-550
3) Thr-792 bis Gly-812
4) Leu-1106 bis Thr-1125
5) Pro-1431 bis Val-1451














§ hmmtop 1) Ser-12 bis Val-31





§ TMHMM 1) Thr-13 bis Thr-35






§ TMpred 1) Trp-14 bis Val-31
2) Ile-491 bis Thr-511
3) Gly-532 bis Met-549
4) Val-1103 bis Val-1128
5) Val-1294 bis Ser-1318













a Lage im P1-Protein in M. pneumoniae M129
b vermutlich membranassoziiert auf der Oberfläche der Mykoplasmenzelle
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